"FGFR2b recombinant protein structural changes in interaction with Naringin" by emad, tavakkoli
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2
 
 :هدچکی
 زيستي مهم فرايندهاي تنظيم و سلولي رساني پيام مسير در) b2RFGF( b2 فيبروبلاستي رشد عامل گيرنده: زمینه
 کينازي روزينتي ناحيه در اينقطه جهش نظير ژنتيکي تغييرات علاوه به .دارد اساسي نقش سلولي تمايز و تکثير جمله از
 حيواني هاي مدل و اپيدميولوژيکي هاي مطالعه چنين هم. است ارتباط در رحم و تخمدان پستان، طانسر با b2RFGF
 فعال ترکيب يک نارنجين  .دارند تأثير  سرطاني هاي سلول تکثير و رشد روي فلاونوئيدها؛ که اند داده نشان سلولي و
  و کند وارد طبيعي هاي سلول به آسيبي ينکها بدون است خاص سرطاني هاي سلول برابر در سيتوتوکسيک بيولوژيکي
 نقش سلولي تکثير در همچنين .يابد مي کاهش را سيگنال انتقال مسيرهاي فسفوريلاسيون تنظيم توجهي قابل طور به
 .دارد
 
 تغييرات بررسي و انساني b2RFGF کينازي ناحيه از مناسبي مقدار سازيخالص و بيان منظور به مطالعه اين :هدف
 .شد انجام نارنجين جمله از فلاونوئيد با برهمکنش در آن ريساختا
 
 طيف. گرفت انجام ستون وسيله به آن تخليص و القا GTPI از استفاده با نوترکيب پروتئين بيان :هاروش و مواد
 .شد سنجيده نارنجين مختلف هاي غلظت حضور در شيميايي دناتوراسيون و فلوئورسانس
 
 غلظت جيتدري افزايش با را نشر شدت افزايش ورسنسئفلو سنجي طيف بررسي  و پروتئين تخليص و بيان :هايافته
 .داد نشان را پروتئين اين ناپايداري و نارنجين
 
 b2 ستيفيبروبلا رشد عامل نوترکيب گيرنده کينازي ناحيه شد داده نشان ،ها يافته به باتوجه :گیرينتیجه و بحث
 ينازيک دومن سوم ساختار تغييرات .باشد مي فعال و محلول صورت به است لودالتونيکي 83 پروتئين يک که شده خالص
 رمسي در اختلال موجب تواند مي مولکولي سطح در ناپايداري اين. گرديد نارنجين حضور در آن شدن ناپايدار موجب
 يک عنوان به سرطان درمان در را فلاونوئيدها از استفاده ،قبلي مطالعات با جهت هم مطالعه اين. شود سلول رساني پيام
 .کند مي پيشنهاد جانبي درمان
 فلوئورسانس سنج طيف ، نارنجين کينازي، ناحيه پروتئين، سازيخالص ،فيبروبلاست رشد عامل :هاکلیدواژه
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 بیان مسئله -1-1
  هاي مرتبط با آنسرطان و درمان  -1-1-1
)در 67سرطان به عنوان دومين عامل مرگ و مير در جهان بعد از سکته قلبي شناخته شده است (
وژيک هاي سالم يک وضعيت پاتولي تقسيم و تکثير شده و با نفوذ به بافتبه طور غير عاد هاسرطان سلول
هاي توموري شش قابليت بيولوژيکي کسب کند. در طي رشد و توسعه سرطان، سلولدر بدن ايجاد مي
نال ها قابليت حفظ سيگشوند. يکي از اين نشانههاي سرطان شناخته ميکنند که تحت عنوان نشانهمي
 شود. دومين نشانه اين است کههاي سرطاني ميشد که اين امر موجب تکثير مداوم سلولباتکثيري مي
کنند. سومين نشانه، مقاومت هاي سرکوب کننده رشد سلولي فرار ميهاي سرطاني شده از سيگنالسلول
به هاي ديگر کند. نشانهدر برابر مرگ سلولي است که ويژگي ناميرايي را در سلول سرطاني ايجاد مي
 )73باشند (ترتيب شامل القاي رگزايي، تهاجم و متاستاز مي
هاي گسترده در درمان سرطان، بيماران مبتلا به تومورهاي  پيشرفته هنوز هم امروزه با وجود پيشرفت
دهند. از اين رو داروهاي موثرتري در درمان سرطان مورد نياز در اثر بيماري جان خود را از دست مي
ي اخير، دانش بهتري از آسيب شناسي مولکولي سرطان بدست آمده است که سنتز است. در سال ها
پذير کرده است. در حقيقت هر چند ماه يکبار سرطان جديد را امکانشمار زيادي از داروهاي ضد
شوند. انجام تحقيقات بيشتر در جهت کشف سرطان مطرح ميداروهاي جديدتري به عنوان داروي ضد
کي که به طور ترجيحي در تومورزايي بعضي سرطان ها نقش ايفا مي کنند، در آينده هاي متابوليمسير
کننده مسيرهاي  متابوليکي سرطان، کننده ويا فعالراه را براي محققين در جهت  کشف  داروهاي مهار
شده را نمي توان در  سازد. بر خلاف داروهاي شيمي درماني، اغلب اين داروهاي تازه کشفهموار مي
بندي داروهاي ضد سرطان، از اين نظر مورد اهميت است که  به بندي کرد. طبقهيک گروه خاص دسته
کند تا به يک ديدگاه جامع از داروهاي ضدسرطان موجود و نيز درمان سرطان با محققين  کمک مي
 يابند. ترکيبي از اين داروها  دست
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درماني درماني و ايمنيدرماني، هورمونيميهاي شبه طور کلي درمان سرطان شامل استفاده از روش
هاي ايزومرازها، مهار کننده هاي ميتوز، آنتي متابوليت ها، آنتي کنندهباشد. ترکيباتي نظير مهارمي
بيوتيک ها و عوامل آلکيله از نظر ساختار شيميايي و سازو کار عملکردشان در گروه داروهاي شيمي
درماني در ها و استروئيد ها به عنوان هورمونآندروژنها و آنتيژناستروگيرند. آنتيدرماني جاي مي
و واکسن ها تحت  2-گيرند و داروهايي نظير اينترفرون، اينترلوکيندرمان سرطان مورد استفاده قرار مي
برد دارند. علاوه بر اين، مولکول هدف اين داروهاي ضد درماني در بيماري سرطان کارعنوان ايمني
و يا پروتئين باشد. به طور کلي عوامل شيمي ANR , ANDمکن است در يکي از سطوح سرطاني م
ها در سطح سنس اليگونوکلئوتيدکنند. آنتيهاي توموري عمل ميسلول ANDدرماني در سطح 
هاي سلول توموري برهمکنش هاي کوچک با پروتئينهاي مونوکلونال و مولکولباديو آنتي ANRm
 )92دهند(نشان مي
 فلاونوئيدها و سرطان و کاربرد آن در طراحي داروهاي ضدسرطان -2-1-1
باشد. شيميايي ساخته شده توسط نور به نام پلي فنول ها مي فلاونوئيد بخشي از طبقه بزرگ مواد
چندين هزار نوع فلاونوئيد در مواد غذايي رايج با منشأ گياهي مثل چاي، شکلات، کاکائو، دانه ي سويا 
خاصيت جذب حشرات، در گرده افشاني و باروري گياهان نيز  ها به علتفلاونوئيدد. و شراب وجود دار
مصرف موادغذايي  .)82(شوندمقاومت به عوامل بيماري زا در گياهان مي باشندو باعث افزايشموثر مي
 و افزايشها تاثير بسزايي در حفظ کارايي مغز، بهبود حافظه از جمله فلاونوئيد فنوليغني از ترکيبات پلي
گيري حافظه نيز نقش  دهي عصبي در شکل دارد، از طرفي با بهبود سيگنال  انسان توانايي يادگيري
فلاونوئيدها داراي اثرات قوي آنتي اکسيداني و ضد التهابي هستند.از طرفي سبب فعال شدن  دارد.
 )48و16(کند.  بافتي جلوگيري مي  هاي کليدي در تنفس ميتوکندري شده و از آسيب آنزيم
آمده از مطالعات هاي حيواني و سلولي و همچنين نتايج بدستتحقيقات انجام گرفته برروي مدل
اپيدميولوژيکي گوياي اين مطلب است که فلاونوئيدها قادرند رشد و تکثير سلول هاي سرطاني را در 
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پوست تغيير  ) و پروستات و58و32)، کولون (82انواع مختلفي از سرطان ها مانند سرطان پستان (
بوسيله مبارزه با التهاب، اکسيداسيون، مرگ سلولي و رشد سلول هاي  تواننددهند. فلاونوئيدها مي
به سرطان  ممکن است فلاونوئيدها در کاهش خطر ابتلا  .توموري در کاهش خطر سرطان موثر باشند
 .تاثيري نداشته باشند اما در کاهش شدت بيماري حتما نقش دارند
ور کنند. همچنين در کشها از طريق مهار عناصر کاتاليز شونده از اکسيداسيون جلوگيري ميدفلاونوئي
هاي مرکبات بطور ويژه درصد فلاوونوئيد 54شود. چين براي درمان هپاتيت از فلاونوئيدها استفاده مي
زان به مي بخشند. افراد سيگاري وآنهايي که تحت فشار استرس هستند،را بهبود مي C ويتامين  جذب
توانند به فرم هاي مرکبات ميهاي مرکبات دارند. فلاوونوئيدو فلاوونوئيد Cزيادي نياز به ويتامين
هايي براي ورزشکاران استفاده شوند. کاربرد ترکيباتي جهت کنترل افراد سيگاري يا به شکل آمپول
کنترل خواص دارو، فلاونوئيدها همراه با داروهاي ضدسرطان باعث نفوذ سلولي بهتر دارو، 
شود. اين امر موجب  هاي توموري ميفارماکوکينتيک بهتر و همچنين افزايش تجمع دارو در سلول
شود. علاوه بر اين، يکي از عمده ترين سرطان و کاهش سميت آن ميافزايش فعاليت درماني داروي ضد
اين يک نياز واقعي براي طراحي هاي باليني در مسير درمان سرطان، مقاومت دارويي است. بنابرنگراني
ي هرچه بهتر داروها براي غلبه بر اين نگراني وجود دارد. در اين بين، داروهاي ضد سرطاني که پايه
 ).17و36فلاونوئيدي دارند  عامل مهمي در غلبه بر مقاومت دارويي هستند (
ه ت است و طعم تلخي بگليکوزيد فلاون مي باشد فلاونوئيد اصلي در گريپ فرو )nigniranنارنجين(
گريپ فروت مي دهد و به طور طبيعي در مرکبات يافت مي شود. نارنجين بازدارنده بعضي از داروهاي 
واز متابوليسم اين دارو جلوگيري مي کند که شامل  مي باشد 054pآنزيم سيتوکروم 
وردن دارو باشد. خ_ميباشد که اين ممکن است نتيجه برهمکنش ميان دارو 2A1PYC,4A3PYC
 ortiV nIنارنجين و يا فلاونوئيدهاي مثل نارنجين مي تواندباعث جذب روده اي برخي داروهاشودکه در 
يا بررسي بر روي حيوانات مشاهده شده اما در سلامتي انسان هنوز ناشناخته است اين اثرها شامل: 
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اتي در موش مي شود که سبب آنژيوژنز مي شود. ديابت را کاهش داده و سبب نئوروپ FGEVبازدارنده 
 و در ادراک اثر محافظتي و آسيب اکسيداتيو در موش نشان داده شده است.
نارنجين يکي از فلاونوئيدهايي است که مزه بسيار تلخي دارد . اثرات نارنجين در درمان سرطان سينه 
برخي از  در کشاورزي از نارنجين بعنوان محرک رشد .)54(طي آزمايشات باليني به اثبات رسيده است
) . طي بررسيهاي بعمل آمده ميزان 83سبزيجات مانند کلم چيني و تربچه استفاده ميشود(
. اورتانو و )55(فلاونوئيدهاي موجود در مرکبات به شدت بستگي به زمان برداشت ميوه هاي آن دارد 
تب بيشتر از ) اظهار داشتند که مقدار فلاونوئيد نارنجين در ميوه هاي نارس به مرا7991همکاران (
 و پايهکوليتوار  مقدار آن در ميوه هاي کاملاً رسيده است. آنها همچنين اظهار داشتند که اقليم ، نوع
روي مقدار فلاونوئيدها تأثير داشته و بيشترين ميزان نارنجين در گريپ فروت روي پايه نارنج گزارش 
 .شده است.  نارنجين اهميت زيادي در صنايع مدرن داروسازي دارد
علت تلخي ليمو شيرين نارنجين و ليمونين است که در مجاورت هوا اکسيد ميشوند. نارنجين يکي از 
 فلاونوئيد هايي است که فرمول ساختاري آن به صورت زير است:
 
نارنجين داراي اثرات ضد تومور و ضد سرطان سينه ميباشد. نارنجين سبب حفاظت معده در مقابل زخم 
. به عنوان آنتي اکسيدان و کاهش دهنده چربي خون اهميت فراواني دارد. در هاي ايجاد شده ميشود
آزمايشات بر روي حيوانات ، نارنجين سبب افزايش کارائي جذب دارو ها براي فشار خون بالا ميشود. در 
 نارنجين به عنوان محرک رشد برخي سبزيجات استفاده مي گردد. کشاورزي از
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کسيدان عمل کرده و به سلول هاي بدن در محافظت از صدمات اکسيداتيو اين ماده به عنوان يک آنتي ا
کمک مي کند. ديده شده است که داراي ويژگي ضد سرطاني است بدون اينکه به سلول هاي بدن 
آسيب برساند. اين ترکيب نوعي اسيد زيستي مي باشد ودر برابر برخي سلول هاي سرطاني 
 سلول هاي طبيعي وارد نمايد. سيتوتوکسيک است بدون اينکه آسيبي به
شايد ناشي از کاهش تهاجم نارنجين باشد. نارنجين به عنوان  KPM/SARمهار مسير سيگنالينگ و
اثر مهار کنندگي به کار برده مي شود. توانايي ضد ويروسي نارنجين به فعاليت انتي اکسيداني مربوط 
که به تهاجم و  K3IP/TKAو  KEM/KREمتعاقبا فعاليت مسير  FGFEاست. ليگاند هاي باند 
ديگر فنوتيپ هاي بد خيم کمک مي کند.  نارنجين به طور قابل توجهي تنظيم فسفريلاسيون دو عضو 
مسيرهاي انتقال سيگنال را کاهش مي دهد همچنين در تکثير   KPAM/SARو TKA/K3IP
 تهاجم و بقا نقش دارد. ,سلول
بر روي  فلاونوئيد ها  به  عنوان ليگاندهاي     2102و همکارانش در سال    JLmyP ,  c ikswosaW
و سنتتيک  به   ازمايش کردند ودريافتند به طور خلاصه فلاونوئيد هاي طبيعي  ABAG گيرنده  
اثرات   ABAGگيرنده هاي    روي  عنوان  ليگاند  جايگاه  اتصال  بنزوديازپين ها  داروهاي موثر
د در ضمن مي توانند به عنوان ابزار براي مطالعه جايگاه هاي سودمند روي  سيستم عصبي مرکزي دارن
مورد   evitceles-epytbus ABAGو توليد داروهاي ABAGتنظيم کننده موجود در گيرنده هاي 
 استفاده قرار گيرند.()
بر روي سنتز و سنجش بيولوژيکي مهار کننده گيرنده 2102و همکارانش در سال   mik.H nooM
 )05بررسي کردند.(تيروزين کينازي 
با فلاونوئيد هايي مانند  b2RFGFبر طبق مطالعه انجام شده مشخص گرديد که تاکنون برهمکنش
نارنجين در مطالعه اي گزارش نشده است. بر اين اساس در اين مطالعه تغييرات ساختاري پروتئين 
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شامل  براثر برهمکنش با نارنجين با کمک تکنيک هاي اسپکتروسکوپي b2RFGFنوترکيب 
 گردد.فلوئورسانس بررسي مي
 گيرنده هاي تيروزين کينازي به عنوان يک هدف درماني در سرطان -3-1-1
ين هاي تيروزين کينازي هستند. ااي از گيرندههاي فاکتور رشد فيبروبلاستي متعلق به خانوادهگيرنده
سلولي،  مله تکثيررساني سلول نقش کليدي درتنظيم فرآيندهاي زيستي از جها در مسير پيامگيرنده
 زايي و توسعهمتابوليسم سلولي، ترميم بافتي، رگ). 26,13کنند (بقا ،مهاجرت و تمايز سلولي ايفا مي
ها مراحل جنيني از جمله وظايفي هستند که در دوران جنيني و بزرگ سالي در بدن توسط اين گيرنده
هاي عامل گيرنده . اشکال موتاسيون يافتهشوند ) انجام ميFGFبا اتصال به عوامل رشد فيبروبلاستي (
هاي متعددي از جمله سرطان پستان، معده، پروستات، کولون، رحم و رشد فيبروبلاستي در سرطان
ها با چندين اختلال آسيب اختلال در انتقال پيام اين گيرنده . )15مولتيپل ميلوما شناخته شده است(
اي اسکلتي مانند سندرم فايفر که به دليل جهش در ناحيه هشناسي انساني مرتبط است، ازجمله سندرم
رساني مشخص شده است که اختلال تنظيمي مسير پيام . شودايجاد مي 2RFGFکينازي پروتئين 
تواند ناشي از تغييرات ژنتيکي باشد) با ايجاد سرطان ارتباط هاي عامل رشد فيبروبلاستي (که ميگيرنده
ن گروه از کينازها را به عنوان يک هدف درماني جالب توجه در درمان سرطان  تنگاتنگي دارد و اين امر اي
 کند.مطرح مي
ل تليال و مزانشيماهاي اپيباشند که هرکدام به ترتيب در بافتميc و  bاين گيرنده ها داراي دو ايزو فرم 
يرد گبلاستي جاي ميهاي فاکتور رشد فيبروي گيرندهدر خانواده شوند. همچنين هفت گيرندهبيان مي
 4RFGFو  c3RFGF، b3RFGF، c2RFGF،  b2RFGF،c1RFGF، b1RFGFکه شامل 
ها داراي يک بخش داخل غشايي، يک ناحيه خارج سلولي متصل شونده به ). همه آن54باشد (مي
 b2RFGFي ليگاند و يک ناحيه داخل سلولي که خاصيت تيروزين کينازي دارد هستند. گيرنده
متشکل  b2RFGFي کينازي ي فاکتور رشد فيبروبلاستي است.  ناحيهتليال گيرندهيايزوفرم اپ
-C و  lanimret-N ي کينازيباشد و داراي ساختار به صورت دو ناحيهاسيدآمينه مي433از
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 يشوند اين ناحيهي اتصال دهنده انعطاف پذير به هم مرتبط مياست که توسط يک ناحيه  lanimret
احيه هاي نشود که در عملکرد فسفريلاسيون تيروزيني فعال سازي نيز ناميده ميلقهاتصال دهنده ح
کنند که در هاي انساني محصولاتي را کد ميژن ٪02ي گيرنده نقش مهمي دارد. تقريبا ي کيناز
هاي اصلي اين مسيرها از کنندهرساني (انتقال علامت) سلولي مشارکت دارند. تنظيممسيرهاي پيام
اي از هاي تيروزين کيناز دستهنمايند. آنزيمهاي فسفريلاسيون/دفسفريلاسيون عمل ميواکنش طريق
آمينه تيروزين روي پروتئين هدف خود هستند. دو ها هستند که مسئول فسفريلاسيون  اسيدآنزيم
ء و هاي تيروزين کيناز وجود دارد که عبارت از گيرندهاي کينازي متصل به غشاخانواده از آنزيم
کينازهاي سيتوپلاسمي که گيرنده نيستند. ناحيه کاتاليتيکي از تيروزين کيناز شامل مکان اتصال به 
 ).75و مکان اتصال به سوبسترا است ( ويژه   PTAمولکول
اگزون  12قرار گرفته است و  )62q01(روي بازوي بلند کروموزوم شماره ده انسان  b2RFGFژن 
هاي اندومتريال، تخمدان و پستان در ارتباط است.  اين گيرنده با سرطان ). تغييرات ژنتيکي در84دارد(
شده  ها گزارشيافته گيرنده عامل رشد فيبروبلاستي در تعدادي از سرطانقابل ذکر است که نوع جهش
است که با افزايش پيام مرتبط با اين گيرنده ارتباط دارد.  با توجه به بررسي ما در متون علمي تاکنون 
ارشي به دست نيامده که در آن با استفاده از روش ذکر شده در اين مطالعه اين پروتئين نوترکيب گز
به صورت  b2RFGFي تيروزين کينازي پروتئين ي ناحيهبيان شده باشد. قابل ذکر است که تهيه
ش برهمکن کرد که در مطالعات بتوان اطلاعاتي راجع به ساختار و نيز بررسيخالص اين امکان را فراهم 
. ي کينازي اين پروتئين به دست آوردهاي مختلف را روي ناحيهپروتئين و ليگاند از جمله اثر مهارکننده
سازي و اثر برهم کنش با فلاونوئيدها از جمله نارنجين مقدار بنابراين مطالعه حاضر با هدف بيان و خالص
 انساني انجام شد. b2RFGFمناسبي از ناحيه کينازي 
 
 9
 
ازي کينازها از طريق ايجاد موتاسيون و راهکارهاي درماني سرطان از سفعال -4-1-1
 طريق مهار کينازها
اي در نواحي خارج سلولي، غشايي و سيتوپلاسمي باعث دايمريزاسيون و يا هاي  نقطهجهش
يجاد سازي کينازها از طريق اشوند. فعالاتوفسفريلاسيون بدون ايجاد اتصال بين ليگاند و گيرنده مي
هايي که اين موتاژنز  آنزيمي را شود. مکانيسمها ميتاسيون باعث فعاليت کينازي مداوم اين آنزيممو
اي است که سبب تغيير در کنند شامل ترانسلوکاسيون کروموزومي يا موتاسيون هاي نقطهايجاد مي
ي است. همه و تغيير در بخش کاتاليتيکي کيناز PTAنواحي خارج سلولي، تغيير در ناحيه اتصال به 
 هاي غير فعالکينازها در فرم فعال از نظر کنفورماسيون  شباهت زيادي با هم دارند در حالي که در فرم
اند. آنکوژنيک تيروزين کينازها تنظيم فرايندهاي سلولي را مختل و از نظر ساختاري با يکديگر متفاوت
ک هدف ها به عنوان يسد که اين پروتئينرکنند، بنابراين به نظر مييک فنوتيپ پاتولوژيک ايجاد مي
 ).3درماني جالب توجه براي درمان سرطان باشند (
دو رويکرد اصلي براي مهار فعاليت آنکوژنيک تيروزين کينازها وجود دارد. استراتژي اول استفاده از 
هاي ولهاي منوکلونال عليه ناحيه خارج سلولي اين گيرنده هاست و دومي بر مبناي مولکباديآنتي
دهند و فعاليت کيناز داخل سلولي را واکنش مي  PTAي اتصال به مولکول کوچک است که با ناحيه
هرسپتين، به عنوان  يک داروي ضد سرطان جديد که بازدارنده تيروزين  1002کنند. در سال مهار مي
ر برابر لونال انساني دبادي منوکهاي باليني معرفي شد. هرسپتين اولين آنتيکينازها بود براي آزمايش
 ).9991بود (اسليکوسکي و همکارانش، en/2REH گيرنده تيروزين کيناز 
نيز که به طور اختصاصي فعاليت انکوژن  175-ITS ,ceevelG ,etalysem binitamIداروي 
به  1002آميز بود در سال کرد و در درمان لوکمي موفقيترا مهار مي LBA/RCBتيروزين کيناز 
 ).72رسيد (ADF تأييد 
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است که توانايي القاي توقف چرخه سلولي را در  470371DP ترکيب   هاي کوچک مثالي از مولکول
 ).51جهش يافته دارد ( 2RFGFهاي سرطان اندومتر با سلول
 کوچک مداخله گر  ANRيا )ANRsa( ANR سنس استراتژي درماني ديگر استفاده از آنتي
اي را که در پيشرفت سرطان دخيل است را به ن ژن هدف ويژهاست که ممکن است بيا )ANRis(
ها  در به اختصاصيت بالاي آن  ANRisهاي  ). مزيت استفاده از مولکول23طور انتخابي مهار کنند (
هاي سرطاني ممکن است منحصر به فردي است که فقط در سلول ANRmهاي اتصال  به رونوشت
توسط  )epyt dliW(ها با رونوشت اصلي ي اوقات تنها تفاوت آنباشد، که گاهوجود داشته باشند مي
ي تيروزين کينازي پروتئين ). در اين تحقيق ناحيه22شود (اي واحد ايجاد مييک جهش نقطه
باشد در برهمکنش با فلاونوئيدها مورد مطالعه قرار گرفته هاي مورد نظر ميکه داراي جهش b2RFGF
 است.
 ضرورت انجام تحقیق -2-1
در  b2RFGFي کينازي مطالعات انجام گرفته چندين جهش افزايش انتقال پيام در ناحيهر د
هاي اندومتريال، تخمدان و پستان شناسايي گرديده است. همچنين مشخص شده است که سرطان
تغييرات  تواند ناشي ازهاي فاکتور رشد فيبروبلاستي که ميرساني گيرندهاختلال تنظيمي مسير پيام
باشد با ايجاد سرطان ارتباط تنگاتنگي دارد. بنابراين اين امر اين گروه از کينازها را به عنوان ژنتيکي 
فاکتور  هاي گيرندهکند. کاربرد مهارکنندهيک هدف درماني جالب توجه در درمان سرطان  مطرح مي
ز حاصل از آميهاي سلولي سرطاني و نتايج موفقيتبر روي رده 470371DPرشد فيبروبلاستي نظير 
کند. در آن در مهار تکثير سلولي، مورد هدف قراردادن اين کينازها را در درمان سرطان تأييد مي
ي فاکتور رشد فيبروبلاستي ارائه شده است که نشان دهنده ي گيرندههاي اخير چندين مهارکنندهسال
 )74,33باشد(يها مها با رويکرد ضدسرطاني آنسطح بالاي توجه محققان به اين گيرنده
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هايي است که به صورت در حال حاضر يکي از اهداف عمده در فارماکولوژي مولکولي کشف مهارکننده
ستند که کنند. فلاونوئيدها از جمله ترکيباتي هانتخابي با آنکوژنيک تيروزين کيناز اينتراکشن برقرار مي
بر طبق مطالعه انجام شده مشخص ت. در سالهاي اخير اثر ضدسرطاني و ضد التهابي آنها مطرح شده اس
با فلاونوئيد هايي مانند نارنجين در مطالعه اي گزارش نشده  b2RFGFگرديد که تاکنون برهمکنش
براثر برهمکنش با  b2RFGFاست. بر اين اساس در اين مطالعه تغييرات ساختاري پروتئين نوترکيب 
 گردد.نس بررسي مينارنجين با کمک تکنيک هاي اسپکتروسکوپي شامل فلوئورسا
 
 اهداف و فرضیات تحقیق -3-1
 ف اصليهد -1-3-1
غلظت اثر نارنجين از خانواده فلاونوئيدها بر ساختار ناحيه کينازي رسپتور فاکتور  nimو  xamررسي 
 .رشد فيبروبلاستي نوع دوم
 اهداف فرعي -2-3-1
 . iloc.Eترانسفورماسيون پلاسميد نوترکيب به داخل   -1
 b2RFGFبيان و تخليص پروتئين نوترکيب   -2
سوم پروتئين تخليص شده با استفاده از دستگاه  تعيين اثر نارنجين برروي ساختار -3
 اسپکتروفلوريمتري
 اهداف کاربردي  -3-3-1
مي تواند در درمان برخي  b2RFGFمشخص شدن عوامل موثر در تغيير ساختار پروتئين نوترکيب 
 هاي علوم پزشکي و مراکز تحقيقات سرطان ها موثر باشد. بهره وران نتايج کاربردي اين تحقيق دانشگاه
 دارويي و سرطان مي باشند.
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 فرضيات تحقيق -4-3-1
 شود.بيان مي iloc.Eپروتئين نوترکيب در باکتري  -
 شود.پروتئين نوترکيب توسط کروماتوگرافي ميل ترکيبي خالص مي -
 کند.يتغيير منارنجين در برهمکنش با  b2RFGFيافته نوترکيب ساختار ناحيه کينازي پروتئين جهش -
 
  تعريف متغیرها -4-1
 
 جدول متغیرها -1-1 جدول
 وابسته مستقل عنوان متغیر
 کیفی کمی
 مقیاس تعريف علمی
 رتبه اي اسمی گسسته پیوسته
پروتئين 
نوترکيب 
 b2RFGF
   +  + 
پروتئين توليد 
شده به روش 
 مهندسي ژنتيک
بر اساس 
غييرات ت
جذب نور 
 VU
فلاونوئيد 
 نارنجين
   +   +
نوعي فلاونوئيد 
 گياهي
ميکروگرم 
بر ميلي 
 ليتر
       
        
 
 
       
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1-5- عتتاحلاطصا فير 
 
AB: Acid Box 
Adenosine TriphosphateATP:  
antisense RNAAsRNA:  
APS: Ammonium Persulfate 
Circular DichroismCD:  
Protein Modulated-CalciumCAMs:  
CHO: Chinese hamster ovary 
acid DocosahexaenoicDHA:  
diacylglycerolDAG:  
EPA: eicosapentaenoic acid 
Regulated Kinases-Extracellular SignalERK:  
Epidermal Growth Factor ReceptorEGFR:  
kinase domain2b   Fibroblast Growth Factor Receptor  KD:FGFR2b  
Fibroblast Growth Factor ReceptorFGFR:  
Fibroblast Growth FactorFGF:  
Food and Drug AdministrationFDA:  
factor receptor substrate 2FRS2:  
fibroblast growth factor binding proteinFGFBP:  
NAR:Nrinjin 
phosphate-guanidine diGDP:  
phosphate-guanidine triGTP:  
bound protein 2-growth factor receptorGRB2:  
1-associated binder-Grb2Gab1:  
Transferase-Glutathione SGST:  
nidinium HydrochlorideGuaGdnHCl:  
Heparan Sulfate GlycosaminoglycanHSGAG:  
Acid Piperazine Ethanesulafonic-HydroxyethylHEPES:  
thiogalactopyranoside-1-D  -Isopropyl βIPTG:  
Like Growth Factor Receptor-InsulinIGFR:  
Itk:  interleukin-2inducible T cell kinase 
14 
 
digital-dento-auriculo-LacrimoLADD:  
Binding Protein-Maltose MBP: 
protein kinase activated-mitogen: MAPK 
tic AcidNitrilotriace-+)2( NiNTA: - 2+ Ni 
nuclear factor kappa betaΚb:  -NF 
NMR: Nuclear magnetic resonance 
Derived Growth Factor Receptor-PlateletPDGFR:  
pLEICS-01: Plasmid Leicester-01 
Tyrosine Phosphatase-ProteinPTP:  
tubes PhotomultiplierPMT:  
Cγ phospholipasePLCγ:  
3-atidylinositolPhosphPI3:  
Receptor Tyrosine KinaseRTK:  
kinase/mitogen activated protein Ras Ras/MAP Kinase: 
Ribo nucleic acidRNA:  
fibrosarcoma rapidly acceleratedRaf:  
Small interfering RNASiRNA:  
SDS-PAGE:  Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis PAGE 
Src homology 3SH3:  
canonical transient receptor potential protein 3TRPC3:  
SUMO:  Small ubiquitin-related modifier 
N, N, N', N' - tetramethyethylenediamine TEMED: 
Xenopus laevis ortholog of FLRT3XFLRT3:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 فصل دوم: پیشینه تحقیق -2
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 مروري بر مطالعات انجام شده -1-2
 هاارتباط ساختار و عملکرد پروتئين -1-1-2
يا  پپتيدي تا خورده به شکل کرويي پليهاي زيستي متشکل از يک يا چند زنجيرهها مولکولپروتئين
نين د. همچهاي بيولوژي در سيستم حياتي ضروري هستنفيبري هستند که براي بسياري از عملکرد
يک پلي پپتيد، زنجيره واحدي از پليمرهاي خطي است که در آن آمينواسيدها با پيوند پپتيدي کنار 
 ها از ترکيبشود و ساختار اوليه پروتئيننوع اسيدآمينه يافت مي 02اند. در طبيعت يکديگر قرار گرفته
اري چهار سطح ساختاري مجزا چنين از نظر سطوح ساختشود. همنوع اسيدآمينه ايجاد مي 02همين 
 .شودها ديده ميدر پروتئين
پتيد پها قرار دارد که اشاره به توالي مختلف اسيدهاي آمينه يک پليدر سطح اول، ساختار اوليه پروتئين
اسيدها در ساختار اوليه توسط پيوند کووالانسي يا پپتيدي به يکديگر متصل يا پروتئين دارد. آمينو
 شوند.يوندها طي فرآيند ترجمه يا بيوسنتز پروتئين ساخته مياند. اين پشده
هاي آلفا، صفحات بتا و چرخش بتا هستند. در اين سطح عامل سطح دوم يا ساختار ثانويه شامل مارپيچ
 ي ساختاري پيوندهاي هيدروژني هستند.پايدار کننده
هد. ساختار سوم توسط پيوندهاي دساختار سوم نماي کلي از يک مولکول پروتئيني منفرد را نشان مي
ي هيدروفوبيک، پيوندهاي نمکي، پيوندهاي شود. به طور معمول تشکيل هستهغير کوالان پايدار مي
سولفيدي و نيز بسياري از تغييرات پس از ترجمه در اين سطح ساختاري نمايان  هيدروژني، باندهاي دي
 کند.اي يک پروتئين را کنترل ميايهشوند. در واقع اين ساختار سوم است که عملکرد پمي
 يآخرين سطح، ساختار چهارم پروتئين است. اين ساختار توسط چندين مولکول پروتئيني يا زنجيره
موعه شوند و يک مجگيرد که هرکدام از اينها يک زير واحد پروتئيني ناميده ميپپتيدي شکل ميپلي
 )55کنند (پروتئيني واحد ايجاد مي
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 تيروزين کينازي هايگيرنده -2-1-2
درصد از کل ژنوم انساني  1/7پروتئين کيناز در ژنوم انسان وجود دارد که اين ميزان حدود  815تعداد 
لولي رساني داخل سمورد از اين تعداد شامل تيروزين کينازهايي هستند که نقش اصلي در پيام 09است. 
ي کينازها هستند که در بيولوژي خانواده کنند. علاوه براين، تيروزين کينازها مهمترين گروهايفا مي
 شوند.تيروزين کيناز در انسان به دو گروه عمده تقسيم مي 09اند. اين سرطان مورد مطالعه قرار گرفته
شوند.گروه دوم، تيروزين مورد مي 85ي تيروزين کينازي متصل به غشا هستند و شامل گروه اول، گيرنده
 شود.مورد مي 23گيرنده نيستند، اين گروه شامل کينازهاي سيتوپلاسمي هستند که 
شوند خانواده تقسيم مي 02شان به  ي خارج سلوليهاي تيروزين کيناز براساس ساختار ناحيهگيرنده
ن هاي تيروزيي گيرندهي فاکتور رشد فيبروبلاستي متعلق به خانواده). همچنين گيرنده1-1(شکل
 ).24کينازي است (
 
 .ينازیک نيروزیت يها رندهیگ يبند دسته -1-2 شکل
 81
 
 
خانواده تقسيم ميشوند.  02ي خارج سلولي شان به گيرنده هاي تيروزين کيناز براساس ساختار ناحيه
لاسمي. پهر گيرنده سه ناحيه دارد. ناحيه خارج سلولي، ناحيه گذرنده از غشا و ناحيه کينازي داخل سيتو
 هاي فاکتور رشد فيبروبلاستي در دسته چهارم اين خانواده قرار دارند.گيرنده
 فاکتورهاي رشد فيبروبلاستي -3-1-2
 031الي  021اي همولوگ دارند که شامل ي هسته) يک ناحيهFGFفاکتورهاي رشد فيبروبلاست (
) 21β-1βپارالل)  ((آنتي ناهمسو  β يرشته 21اسيدآمينه است. اين ناحيه از کنار هم قرار گرفتن 
) در ناحيه GAGSH. محل اتصال هپاران سولفات گليکوزآمينوگليکان ((2-1شکل) تشکيل شده است 
و قطعاتي از منطقه  2β-1βهاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاست، متشکل از حلقه اي پروتئينهسته
از دو کمپلکس  کلمتش RFGF-FGFاست. يک واحد عملکردي کمپلکس  21βو  01βي دربرگيرنده
-است که به صورت دايمر متقارن کنار يکديگر قرار مي 1: 1: 1با نسبت  GAGSH-RFGF-FGF
شود و هر دو گيرنده نيز با گيرند. در اين دايمر هر ليگاند به طور هم زمان به هر دو گيرنده متصل مي
-01FGFمپلکس به طور مستقيم در تماس هستند. ساختار کريستالي ک2β يک ديگر در ناحيه 
هپاران سولفات گليکوزآمينوگليکان متصل به انتهاي  نشان داده شده است. (3-1)در شکل b2RFGF
صال شود. اين نواحي علاوه برتسهيل اتپروتئين مي-ديستال غشايي دايمر موجب تقويت اتصال پروتئين
وند و به شزيه ميهاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاست در برابر تج، موجب تثبيت پروتئينRFGF-FGF
کنند. علاوه براين ناحيه ديگري به نام پروتئين اتصالي عنوان يک  مخزن ذخيره سازي ليگاند عمل مي
هاي تواند پروتئين) که يک پروتئين حامل است ميPBFGFفيبروبلاست ( کتورهاي رشدفا به  
رج سلولي، يعني در جايي که ها از ماتريس خافاکتورهاي رشد فيبروبلاست را از طريق آزادسازي آن
 اند فعال سازد. مشاهده شده استها توسط اتصال به هپاران سولفات گليکوزآمينوگليکان محدود شدهآن
شود و يک نقش مي 2FGFهاي فيبروبلاست وابسته به که پروتئين اتصالي موجب افزايش تکثير سلول
 ).9ها دارد (مهمي در پيشرفت بعضي از سرطان
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 .بروبلاستیف رشد يفاکتورها ساختار -2-2 شکل
 
) به رنگ زرد و هم چنين دو انتهاي کربوکسيلي 21β-1βپارالل)  (ناهمسو (آنتي  β يرشته 21
 با رنگ سياه، نشان داده شده است. 1فاکتورهاي رشد فيبروبلاستي 
 02
 
 
 .b2RFGF-01FGF کمپلکس یستاليکر ساختار -3-2 شکل
 
به  نواحي قسمت خارج سلولي گيرنده فاکتور رشد  01ناحيه اتصال فاکتور رشد فيبروبلاستي 
 در شکل نشان داده شده است. b2فيبروبلاستي 
 هاي فاکتور رشد فيبروبلاستيگيرنده -4-1-2
–1FGF(عضو هستند  81اي از ) شامل خانوادهsFGFان (فاکتورهاي رشد فيبروبلاست پستاندار
-1RFGFاين فاکتورها از طريق چهار گيرنده تيروزين کينازي ( )32FGF–61FGF(. و)01FGF
کنند و از اين طريق رشد و نمو جنين و سوخت و ساز بدن سلولي ايجاد ميهاي آنها پيام) و ايزوفرم4
د منجر به توانام کنترل نشده فاکتور رشد فيبروبلاست  ميکنند. انتقال پيبزرگسالان را تنظيم مي
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ز اي افاکتور رشد فيبروبلاستي متعلق به خانواده يهاي گيرنده). پروتئين83هاي انساني شود(بدخيمي
) هستند و همه آنها يک بخش داخل غشايي، يک ناحيه خارج سلولي KTRهاي تيروزين کيناز (گيرنده
و يک ناحيه داخل سلولي با خاصيت تيروزين کينازي دارند. قسمت خارج  متصل شونده به ليگاند،
شبه ايمونوگلوبولين  )niamoD(فاکتور رشد فيبروبلاستي اوليه شامل سه ناحيه  يسلولي يک گيرنده
 اند. ازپذير به يکديگر متصل شده هاي انعطافدهنده) است که توسط اتصال3Dو  2D، 1D) ،(gI(
غني از گلوتامات، آسپارتات،  فاکتور رشد فيبروبلاستي وجود توالي يبه فرد گيرنده هاي منحصرويژگي
-شوند. موقعيت ريشه) ناميده مي)xoB dicA BAاست که جعبه  1D-2Dي اتصال سرين درناحيه
نشان داده  (4-1)هاي تيروزين، جعبه اسيدي و هم چنين نواحي شبه ايمونوگلوبولين گيرنده در شکل 
فاکتور رشد فيبروبلاست، يک مکان اتصال به  . همچنين دو مکان اتصال براي)57,54( شده است
ها شناسايي شده است. اتصال اين گيرنده 3Dو  2Dگيرنده در -هپارين و يک سايت تعامل گيرنده
                  فاکتور رشد فيبروبلاستي باعث جفت شدن  يهاي فاکتور رشد فيبروبلاست به گيرندهمولکول
سازي ي فعال( دايمريزاسيون) گيرنده و به دنبال آن ترانس فسفريلاسيون تيروزين موجود در حلقه
گيرنده فسفريله  )lanimret-HOOC(شود. متعاقب آن قسمت انتهاي کربوکسيل ناحيه کينازي مي
 etartsbus RFGF( 2SRFهاي داخل سلولي مثل شود. در نتيجه گيرنده فعال شده  و پروتئينمي
ي انتقال پيام (سيگنالينگ) داخل سلولي القاء را نيز فسفريله و فعال مي کند. در نهايت شبکه   )2
شود که فرآيندهاي بيولوژيکي کليدي مانند تکثير سلولي، بقا، مهاجرت و تمايز را به طور دقيق مي
 ).85,5کنند (تنظيم مي
 ،c1RFGF، b1RFGF لي شامل فاکتور رشد فيبروبلاستي اص گيرنده ي در مجموع هفت 
 bداخل سلول وجود دارد. ايزوفرم  4RFGFو  c3RFGF، b3RFGF، c2RFGF،  b2RFGF
شود. معمولا در بافت مزانشيمي بيان مي cشود در حالي که ايزوفرم تليال بيان ميمعمولاً در بافت اپي
خالف هاي بافت مور کلي گيرندهشوند و به طتليال و مزانشيمي توليد ميليگاندها در هر دو بافت اپي
يوم، گيرنده تلکنند. در شرايط فيزيولوژيکي طبيعي يک ليگاند توليد شده در اپيخاص خود را فعال مي
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هاي پاتولوژيک اين اتصال اختصاصي ليگاند و گيرنده کند و برعکس. در وضعيتمزانشيمي را فعال مي
شد هاي فاکتور ري پروتئيناست که بيان بيش از اندازههايي شايع رود که اين امر در سرطاناز بين مي
 ).63,86شود (فيبروبلاستي در آنها مشاهده مي
 
 .آن شدن لهيفسفر ینواح و یبروبلاستیف رشد فاکتور يها رندهیگ -4-2 شکل
 
نده با دايره هاي سياه رنگ نشان داده شده موقعيت ريشه هاي تيروزين روي بخش داخل سلولي گير
در قسمت خارج سلولي گيرنده با رنگ قرمز و ناحيه  3D ,2D ,1Dاست. نواحي شبه ايمونوگلوبولين 
 با رنگ آبي در شکل نشان داده شده است. xoB dicA
 هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستي و اختلالات پاتولوژيکيگيرنده -5-1-2
اختلال  با چندين هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستي(سيگنالينگ)  گيرنده عدم تعادل در انتقال پيام
و سندرم  nozuorCهاي اسکلتي از جمله سندرم کروزونپاتولوژيکي انساني مرتبط است مانند سندرم
کان و شوند (ايجاد مي 2RFGFکينازي پروتئين   که به دليل جهش در ناحيه reffiefP فايفر
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 ). سندرم 62نسبت داد ( 1RFGFتوان آن را به جهش در که مي م کالمن)، سندر2102همکارانش،
) و نيز 37شود (ايجاد مي 3RFGFو  2RFGFکه به دليل  کاهش عملکرد ناحيه کينازي DDAL
وسط ت هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستيهاي گيرندههاي انساني پروتئينها. در سرطانبرخي از سرطان
هاي امپليفيکاسيون و بازآرايي شوند از جمله بيان نابجا، جهش،ظم ميهاي مختلف نامنمکانيسم
هاي فاکتور رشد فيبروبلاستي ي گيرندهکروموزومي.  چندين تغيير ژنتيکي و جهش درون خانواده
کنند شامل جهش حذفي، جهش اند. تغييرات ژنتيکي که فنوتيپ سرطاني را ايجاد ميشناسايي شده
 ).85زدست دادن عملکرد و امپليفيکاسيون است (افزايش عملکرد، جهش ا
ددي هاي متعدر سرطان هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستيهاي گيرندهي پروتئينهاي جهش يافتهفرم
از جمله سرطان ريه، پستان، معده، مغز، سر و گردن، پروستات، کولون، رحم، مثانه و همچنين مولتيپل 
 ).53ميلوما شناخته شده است (
مسئول  هاي گيرنده هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستيهاي افزايش عملکرد در پروتئينجهش
، سندرم کوتولگي و برخي از  sisotsonysoinarC هاي مختلف  از جمله کرانيوستوزيسبيماري
مستقل از  هاي فاکتورهاي رشد فيبروبلاستيگيرنده هاي ها در پروتئينها است. اغلب جهشسرطان
 در اکتودومين مولکول grA352orPو  prT252reSند اما در بعضي موارد مانند ليگاند هست
ها باعث سندرم آپرت ازطريق شود. اين جهشتنها در هنگام اتصال ليگاند اثرشان ظاهر مي  2RFGF
هاي خود افزايش تمايل اتصال ليگاند و از طرفي بالا رفتن ميزان اتصال نامناسب ليگاندها به گيرنده
 ).14( شودمي
، اينتراکشن غيرکوالانسي بين 3RFGFدر  grA083ylG، مانند هاي ناحيه ي گذرنده از غشاجهش
ترين فرم که شايع ي موارد آکنودروپلازياکند و تقريباً در همههليکس هاي گذرنده از غشا را زياد مي
 ).38شود (ژنتيکي  کوتولگي است ديده مي
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شوند در مولتيپل ميلوما که مي3RFGF اندازه و افزايش عملکرد هايي که منجر به بيان بيش از جهش
اي به عنوان ارزش بالقوه  4RFGF).8دهد (است رخ مي Bهاي يک بدخيمي غيرقابل درمان سلول
روي سرطان پروستات با افزايش پيش 4RFGFدر   883grA .آگهي در سرطان دارد يک مارکر پيش
). برخي 28شود (يش تحرک و تهاجم سلولي موجب افزايش متاستاز ميمرتبط است، اين پروتئين با افزا
 اند.) نشان داده شده5-2از اين جهش ها ي نقطه اي به همراه اختلالات پاتولوژيکي مربوطه در شکل (
 52
 
 
 .یبروبلاستیف رشد فاکتور ي رندهیگ کيپاتولوژ يا نقطه ها ونیموتاس  -5-2 شکل
 
اين جهش ها در نواحي مختلف خارج سلولي، ناحيه گذرنده از غشا و ناحيه کينازي گيرنده هاي 
به همراه اختلال پاتولوژيکي مرتبط با جهش مورد نظر با علامت فلش در شکل مشخص  3,2,1RFGF
 اند.شده
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 رسانی سلولی فاکتورهاي رشد فیبروبلاستیمسیر پیام -2-2
شود. آغاز مي  FGFتورهاي رشد فيبروبلاستي به گيرنده هاي آن ها مسير پيام رساني ا اتصال فاکب
هايي که در سطح سلول حضور دارند اين هپارين موجود در ماتريکس خارج سلولي و يا پروتئوگليکان
يندهد و متعاقب آن تيروزکنند. به دنبال اين اتصال دايمريزاسيون گيرنده رخ مياتصال را  تسهيل مي
شوند اين فرآيند اتوفسفريلاسيون ي کينازي آن فسفريله ميهاي موجود در خود گيرنده توسط ناحيه
اي هشود. همچنين فسفريله شدن ناحيه داخل سلولي محل مناسبي را براي اتصال مولکولناميده مي
ري که فسفريله کند. مولکول ديگکينازها فراهم مي crSو نيز  γCپايين دست گيرنده نظير فسفوليپاز 
). از 6-2باشد شکل() مي2SRFي فاکتور رشد فيبروبلاستي يا (شود سوبستراي دوم گيرندهو فعال مي
 ).9گردند (ها سه مسير متفاوت زير فعال ميطريق اين مولکول
 esaniK PAM/saRمسير  -1-2-2
باشد مي 2SRFهاي مسير پيام رساني فاکتور رشد فيبروبلاست ، داکينگ مولکول يکي از مولکول
کيناز  3IPکيناز و  PAM). نقش اين مولکول کنار هم قرار دادن پروتئين ها براي هر دو مسير 25(
). پس از فعال شدن گيرنده فاکتور رشد فيبروبلاست ، ناحيه تيروزين کيناز اين گيرنده، 97باشد (مي
سب براي اتصال مولکول کند. اين مراحل محلي منارا فسفريله مي 2SRFريشه ي تيروزين موجود در 
) PTP) يا (3HS) شامل نواحي  (2BRGکند. خود مولکول () فراهم مي2BRGهاي آداپتور نظير (
) متصل 2BRG) به مولکول (3HSي () از طريق ناحيهSOS). هم چنين مولکول (06باشد (مي
 2BRGبا  پلکسيک فاکتور تبادل نوکلئوتيد گوانين است که پس از تشکيل کم SOSشود. مولکول مي
صورت  PTGبا  PDGبا تعويض  SOSتوسط  saRرا فعال کند. فعال شدن  saRقادر است مولکول 
برهم کنش دهد  faRهايي نظير اين مولکول قادر است با افکتور پروتئين saRپذيرد. با فعال شدن مي
خه سلولي نقش گردد. اين مسير درچرکيناز فعال مي PAMو بدين ترتيب  آبشارمسير پيام رساني 
 ).43و  78شود (هاي بيولوژيکي نظير بقا، مهاجرت، تکثير و مرگ سلولي را موجب ميدارد و فعاليت
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  ac/yCLP2+مسير   -2-2-2
  γCي فاکتور رشد فيبروبلاستي، مولکول فسفوليپاز پس از فسفريله شدن ناحيه داخل سلولي گيرنده
ي تيروزين کينازي گردد و توسط ناحيهمي متصل 1RFGF در 667ي به تيروزين فسفريله شده ريشه
ر رساني فاکتور رشد فيبروبلاستي در فعال شدن مسيشود . در واقع نقش مسير پيامگيرنده فسفريله مي
هاي خاص در گيرنده ي فاکتور رشد فيبروبلاستي مشخص گرديده از طريق ايجاد جهش  aC/γCLP+2
دي فسفات را به دو  5و  6سفاتيديل اينوزيتول شود قادر است ففعال مي γCLPاست. زماني که 
) هيدروليز کند. هردو 3PIتري فسفات ( 5و4و1) و نيز اينوزيتول GADمولکول دي آسيل گليسرول (
 GADسلولي نقش دارند. مولکول رسان ثانويه در تنظيم غلظت کلسيم داخلهاي پياماين مولکول
 ).12سلولي را بر عهده دارد (کلسيم داخل تنظيم 3IPکند و را فعال مي Cپروتئين کيناز 
 LP3   tkA /esaniKمسير  -3-2-2
رار ي فاکتور رشد فيبروبلاستي قاين مسير از طريق سه مکانيسمي که در مسير پايين دست گيرنده
تواند به طور مستقيم توسط گيرنده فعال گردد و يا به طور غير شود. اين مسير يا ميدارند فعال مي
کيناز فعال  3IPتوسط  B يا پروتئين کيناز  tkA. هم چنين saRو يا  1baG مستقيم از طريق
 PAM/saRو  tkA /esanik 3IPشود. در اغلب موارد در مراحل رشد و توسعه سلولي دو مسير مي
 ).94کنند (کيناز به موازات يکديگر عمل مي
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 .یبروبلاستیف رشد هاي¬فاکتور هاي¬رندهیگ رسانی¬امیپ ریمس -6-2 شکل
 
) به عنوان دو مولکول 2SRFو سوبستراي دوم گيرنده ي فاکتور رشد فيبروبلاستي يا ( γCفسفوليپاز 
 هدف داخل سلولي اصلي براي اين گيرنده ها در شکل نشان داده شده است.
شود. به آغاز مي  FGFرساني مسير پيامبا اتصال فاکتورهاي رشد فيبروبلاستي به گيرنده هاي آن 
 دهد سپس با اتصالدنبال اين اتصال دايمريزاسيون و متعاقب آن اتوفسفريلاسيون گيرنده رخ مي
سلولي ) پيام داخل2SRFکينازها و ( crS،  γCهاي پايين دست گيرنده نظير فسفوليپاز   مولکول
 شود.ايجاد مي
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 رشد فيبروبلاستي رساني فاکتورهايتنظيم مسير پيام -4-2-2
ود. شرساني فاکتور رشد فيبروبلاستي توسط يکسري سيگنال هاي مثبت و منفي تنظيم ميمسير پيام
 هاي تيروزين کيناز مشترک است و بسياري نيزهاي تنظيمي بين تمام گيرندهبسياري از اين سيگنال
يان بعضي رشد فيبروبلاستي بخاص مسير پيام رساني فاکتور رشد فيبروبلاستي است. هم چنين فاکتور 
فاکتور  درنتيجه بسياري از آن ها به طور هم زمان با  .هاي تنظيمي خود را  تحت کنترل دارداز مولکول
 ).56شوند (رشد فيبروبلاستي بيان مي
اين تنظيمات در سطوح مختلف سلولي نظير سطح خارج سلولي، سطح گذرنده از غشاء و سطح داخل 
در سطح خارج سلولي، هپارين سولفات پروتئوگليکان ها نقش مهمي را در تنظيم دهد. سلولي رخ مي
د ها عبارتنکنند. هپارين سولفات پروتئوگليکانبازي مي تعامل بين فاکتور رشد فيبروبلاستي و گيرنده 
ار ند و يک ساختاهاي سولفاته که به طور کووالانسي به پروتئين اصلي متصل شدهاز گليکوزآمينوگليکان
). به منظور شکل 21دهند (هاي خود تشکيل ميبسيار متنوع را بر مبناي توالي گليکوزآمينوگليکان
گيري مطلوب ترين ساختار از تعامل بين فاکتور رشد فيبروبلاستي وگيرنده، لازم است که ترانسفرازهايي 
زماني در هپارين  يت فضايي ونظير گليکوزيل ترانسفراز و نيز سولفوترانسفراز قندي تغييراتي از نظر موقع
فاکتور  ها قادرند از دناتوراسيون حرارتي). همچنين اين مولکول1ها ايجاد کنند (سولفات پروتئوگليکان
 ).76، پروتئوليز و نيز جلوگيري از انتشار آنها به فضاهاي ميان بافتي محافظت کنند (رشد فيبروبلاستي
ند. اهاي تنظيمي زيادي تشخيص داده نشدهغشاء پروتئيندرسطح تنظيمي بعدي يعني سطح گذرنده از 
شود. در موش بيان مي 8FGFباشد که با الگوي مشابه به ميfeS يک مثال از پروتئين گذرنده از غشا 
از  feSدو مکانيسم تنظيمي متفاوت براي اين مولکول مطرح شده است که يکي اين است که احتمالا 
دهد قادر است مسير مي tkA کيناز و   PAMو مسير 2SRF ،1RFGFطريق برهم کنشي که با 
و ديگر اين که ممکن است روي مسير پايين دست  رساني فاکتور رشد فيبروبلاستي را مهار کندپيام
، بدون مهار KREاي روي فعاليت ترانسلوکاسيون هسته feSاثر بگذارد. در واقع اثر مهاري  KEM
 ).35باشد (فعاليت سيتوپلاسمي آن مي
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است که در زنوپوس  3TRLFXمثال ديگر از پروتئين هاي تنظيمي درسطح تنظيمي گذرنده از غشاء 
باشد. هم چنين مي FGFشناسايي گرديده است. اين پروتئين تنظيم گر مثبت مسير پيام رساني 
 با ناحيه ي خارج سلولي خود مسير پيام رساني فاکتور رشد sMACهاي چسبندگي سلولي يا مولکول
کنند. اين فعل و انفعالات به خوبي در مورد تنظيم مي aC/γCLP+2فيبروبلاستي را از طريق مسير  
 ).31سلول هاي عصبي مطالعه گرديده است (
سطح تنظيمي بعدي در سطوح داخل سلولي مسير پيام رساني فاکتور رشد فيبروبلاستي توسط دو گروه 
هاي گيرند که به طور کلي تنظيم کنندهها جاي مي PTPگيرد. در گروه اول ها  صورت مياز پروتئين
باشند که در ها ميپروتئين YTUORPSباشد. گروه دوم مي KTRرساني مثبت و منفي پيام
دروزوفيلا شناسايي شده اند. بعدها چهار عضو ديگر از اين خانواده در پستانداران شناسايي گرديد. تمامي 
-Cي غني از سيستئين در انتهاي شده نواحي حفاظت YTUORPSي  اعضاي پروتئين هاي خانواده
ر منفي گترمينال خود دارند که به ترانسلوکاسيون آنها به غشاي پلاسمايي و عمل به عنوان يک تنظيم
رساني در واقع به عنوان مولکول تنظيمي منفي در مسير پيام ytuorpSهاي کند. پروتئينکمک مي
 ).3کند (عمل ميفاکتور رشد فيبروبلاستي 
 ساختار عملکرد نارنجین -3-2
گليکوزيد فلاون مي باشد فلاونوئيد اصلي در گريپ فروت است و طعم تلخي به  )nigniranارنجين(ن
گريپ فروت مي دهد و به طور طبيعي در مرکبات يافت مي شود. نارنجين بازدارنده بعضي از داروهاي 
اين دارو جلوگيري مي کند که شامل واز متابوليسم  مي باشد 054pآنزيم سيتوکروم 
دارو باشد. خوردن _ميباشد که اين ممکن است نتيجه برهمکنش ميان دارو 2A1PYC,4A3PYC
 ortiV nIنارنجين و يا فلاونوئيدهاي مثل نارنجين مي تواندباعث جذب روده اي برخي داروهاشودکه در 
هنوز ناشناخته است اين اثرها شامل:  يا بررسي بر روي حيوانات مشاهده شده اما در سلامتي انسان
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که سبب آنژيوژنز مي شود. ديابت را کاهش داده و سبب نئوروپاتي در موش مي شود  FGEVبازدارنده 
 و در ادراک اثر محافظتي و آسيب اکسيداتيو در موش نشان داده شده است.
ه نجين در درمان سرطان سيننارنجين يکي از فلاونوئيدهايي است که مزه بسيار تلخي دارد . اثرات نار
در کشاورزي از نارنجين بعنوان محرک رشد برخي از  طي آزمايشات باليني به اثبات رسيده است.
سبزيجات مانند کلم چيني و تربچه استفاده ميشود . طي بررسيهاي بعمل آمده ميزان فلاونوئيدهاي 
) 7991). اورتانو و همکاران (57رد (موجود در مرکبات به شدت بستگي به زمان برداشت ميوه هاي آن دا
اظهار داشتند که مقدار فلاونوئيد نارنجين در ميوه هاي نارس به مراتب بيشتر از مقدار آن در ميوه هاي 
و پايه روي مقدار فلاونوئيدها  کوليتوارکاملاً رسيده است. آنها همچنين اظهار داشتند که اقليم ، نوع 
رنجين در گريپ فروت روي پايه نارنج گزارش شده است.  نارنجين تأثير داشته و بيشترين ميزان نا
 اهميت زيادي در صنايع مدرن داروسازي دارد.
اي نارنجين دار .علت تلخي ليمو شيرين نارنجين و ليمونين است که در مجاورت هوا اکسيد ميشوند
زخم هاي ايجاد  اثرات ضد تومور و ضد سرطان سينه ميباشد. نارنجين سبب حفاظت معده در مقابل
شده ميشود. به عنوان آنتي اکسيدان و کاهش دهنده چربي خون اهميت فراواني دارد. در آزمايشات بر 
روي حيوانات ، نارنجين سبب افزايش کارائي جذب دارو ها براي فشار خون بالا ميشود. در کشاورزي 
 نارنجين به عنوان محرک رشد برخي سبزيجات استفاده مي گردد. از
 ونوئيد و سرطانفلا -1-3-2
در مطالعات انجام گرفته روي جوامع انساني مشاهده شده است که اعتدال در مصرف فلاونوئيدها با 
اي هکاهش ميزان بروزسرطان پستان، پروستات و کولون  نيز مرتبط است. همچنين در ايجاد بيماري
 ).05کنند(قلبي عروقي، سرطان و ديابت نقش مهمي را ايفا مي
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 ولکولي نارنجين در سرطانمکانيسم م -2-3-2
رات شامل شوند اين تغيياز نظر بيولوژيکي دستخوش تغيير مي نارنجينهاي سرطاني تحت تاثير سلول
متاستاز و آپوپتوز سلول هاي سرطاني مي شود تعدادي از اين مکانيسم ها تداخل با تهاجم ،تکثير ،
 دهدرساني سلولي را نشان ميمسير پيام
ان يک آنتي اکسيدان عمل کرده و به سلول هاي بدن در محافظت از صدمات اکسيداتيو اين ماده به عنو
کمک مي کند. ديده شده است که داراي ويژگي ضد سرطاني است بدون اينکه به سلول هاي بدن 
آسيب برساند. اين ترکيب نوعي اسيد زيستي مي باشد ودر برابر برخي سلول هاي سرطاني 
 نکه آسيبي به سلول هاي طبيعي وارد نمايد.سيتوتوکسيک است بدون اي
شايد ناشي از کاهش تهاجم نارنجين باشد. نارنجين به عنوان  KPM/SARمهار مسير سيگنالينگ و
اثر مهار کنندگي به کار برده مي شود. توانايي ضد ويروسي نارنجين به فعاليت انتي اکسيداني مربوط 
که به تهاجم و  K3IP/TKAو  KEM/KREمسير  متعاقبا فعاليت FGFEاست. ليگاند هاي باند 
ديگر فنوتيپ هاي بد خيم کمک مي کند.  نارنجين به طور قابل توجهي تنظيم فسفريلاسيون دو عضو 
مسيرهاي انتقال سيگنال را کاهش مي دهد همچنين در تکثير   KPAM/SARو TKA/K3IP
 سلول, تهاجم و بقا نقش دارد.
بر روي فلاونوئيد ها به عنوان ليگاندهاي گيرنده  2102سال وهمکارانش در JLmyP,c ikswosaW
ازمايش کردند ودريافتند به طور خلاصه فلاونوئيد هاي طبيعي و سنتتيک به عنوان ليگاند ABAG
اثرات سودمند روي سيستم ABAGجايگاه اتصال بنزوديازپين ها داروهاي موثر روي گيرنده هاي
به عنوان ابزار براي مطالعه جايگاه هاي تنظيم کننده موجود  عصبي مرکزي دارند .در ضمن مي توانند
 مورد استفاده قرار گيرند.evitceles-epytbus ABAGو توليد داروهايABAGدر گيرنئه هاي 
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 هاي ساختاري پروتئینمطالعه -4-2
شوند ي که در طبيعت يافت مياسيدآمينه-نوع ال 02ها داراي توالي متشکل از ترکيب غلب پروتئينا
قادر  (9-2)هستند. در اين بين تنها سه اسيد آمينه ي ضروري تيروزين، تريپتوفان و فنيل آلانين شکل
به جذب انرژي فرابنفش در طيف الکترومغناطيسي مي باشند و تا حد  زيادي خواص منحصر به فرد 
ج جذب ل موآمينه نسبت داده شده است. اين سه اسيدآمينه طواسپکترال پروتئين ها به اين سه اسيد
و نشر متفاوتي دارند. تريپتوفان نسبت به تيروزين و فنيل آلانين خاصيت  فلوئورسنس بيشتري دارد 
. هرچند خواص فلوئورسنس تريپتوفان وابسته به محيط مي باشد. به عنوان مثال زمانيکه (1-2)جدول
فت کوتاهتر شيقطبيت محلول کاهش پيدا مي کند متعاقب آن طيف فلوئورسنس به سمت طول موج 
ان به هاي تريپتوفيابد. اين به اين دليل است که ريشهيابد و شدت نشر فلورسانس هم افزايش ميمي
ردند. گشود و موجب ايجاد يک شيفت در طيف نشري ميبيشتر داخل نواحي هيدروفوبيک پروتئين مي
ابراين بر حسب تعداد اين سه ). بن08شود(ها استفاده مياين پديده در مطالعات دناتوراسيون پروتئين
) و نيز محل قرار گيري آن ها در يک پروتئين، اين سه اسيد آمينه مي توانند Y ،W ،F اسيد آمينه (
اطلاعاتي درباره ي ساختار پروتئين فراهم کنند. خواص اسپکترال اين اسيدآمينه ها به طور خالص در 
ن ويژگي هاي جذبي پروتئين ها در حالت محلول بررسي شده است. از اين خواص طيفي براي تعيي
طبيعي و فولد شده در مقايسه با حالت غيرطبيعي و دناتوره شده در حضور يک ماده دناتوره کننده براي 
 ).71مشخص شدن ميزان پايداري استفاده شده است(
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 نیآلان لیفن و) W( پتوفانيتر ،)Y( نيروزیت يها نهیدآمیاس يیایمیش ساختار -7-2 شکل
 ).Y(
 
 
 .کیآرومات هاي¬نهیدآمیاس فلورسانس اتیخصوص -1-2 جدول
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 هاهاي مطالعه ساختار پروتئینتکنیک -5-2
  پروتئين )gnidloF(تاخوردگي  -1-5-2
هاي بيولوژيکي خود را انجام دهد بايد پايدار و به رستي عملکردبراي اينکه  يک پروتئين  بتواند به د
خوبي فولد شده باشد.  گرچه اطلاعات بسياري درمورد کنفورماسيون و نحوه ي سنتز بيولوژيکي 
 ها اطلاعاتشدن پروتئيني فولدها موجود است اما با اين حال در مورد ساختار آنها و نيز نحوهپروتئين
هاي ساختاري پروتئيني که نيمه فولد شده يعني زماني که همچنين تعيين ويژگي کمي وجود دارد.
ها قرار دارد براي درک مکانيسم فولدينگ شدن پروتئيني حدواسط در فرآيند فولدپروتئين  درمرحله
اهميت حياتي دارد. به اين دليل که ماهيت تعاوني فرآيند فولدينگ  اجازه نمي دهد که پروتئين نيمه 
اخورده در شرايط حد واسط بيشتر از چند دقيقه در شرايط تعادل و پايدار باقي بماند از اين رو مطالعات ت
ا هکينتيکي براي تشخيص حد واسط ها نياز است.  با اين حال نشان داده شده که تعدادي از پروتئين
 ود را به صورت پايداري حد واسط ختحت شرايط دناتوراسيون قادرند پروتئين  نيمه تاخورده ي مرحله
ها که اصطلاحا کره ي مذاب ناميده واسطدهد اين حدنشان دهند. شواهدي وجود دارد که نشان مي
شوند در فرايندهاي کينتيکي قابل تشخيص هستند. با اين حال بازهم جزئيات مولکولي  آنها را به مي
دان اطلاعات درمورد تشکيل توان به طور تجربي حتي در شرايط تعادل مشخص کرد. فقسختي مي
هاي دناتوره شده  را به حالتي که از نظر عملکرد بيولوژيکي ها فرآيند تاخوردگي مجدد پروتئينواسطحد
اشد بکند. پيچيدگي اين فرآيند در مورد مولتي دومين پروتئين بيشتر ميطبيعي است بسيار پيچيده مي
 ).52(
 هاپروتئينمولتي دومن  )gnidloF(مطالعه تاخوردگي  -2-5-2
ها بيش از يک دومن دارند. جزئي آناليز ژنوم گوياي اين مطلب است که بخش قابل توجهي از پروتئين
شود دومن ناميده از پروتئين که داراي ساختار و عملکرد مجزا است و اغلب به صورت مجزا بيان مي
نوان يک پروتئين تک دومن شود.  براي مثال لايزوزيم با اينکه دو دومن ساختاري دارد اما به عمي
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ها به تنهايي پايدار نيستند. علاوه براين، اين تعريف شود به اين دليل که هيچ يک از دومنشناخته مي
ود. شتوانند بيان شوند نميهاي ساخته شده  ازواحدهاي تکراري کوچک که به تنهايي نميشامل پروتئين
باشند که اين درصد در هاي چند دومني مي درصد پروکاريوت ها حاوي پروتئين 56تا  04حدود 
ها با يک اتصال باشد.  در يک پروتئين مولتي دومن، دومندرصد مي 08تا  56يوکاريوت ها بيشتر و بين 
ن شوند هم چنيي بلند و انعطاف پذير به هم مرتبط ميي کوتاه و ساختاري ويا يک اتصال دهندهدهنده
در عملکرد پروتئين داراي  نقش مهمي باشند. به طور کلي  ها ممکن استخود اين اتصال دهنده
چيدگي شود. اين پيهايي که بيش از يک دومن دارند ديده ميپيچيدگي فرآيند آنفولدينگ در پروتئين
 يتواند به طور مستقل از دومن ديگر آنفولد شود. براي مطالعهبه اين دليلي است که هر دومن مي
سنجي  هاي متفاوتي وجود دارد. طيفها تکنيکلتي دومن پروتئيندناتوراسيون و فولدينگ مو
هاست. اين روش حساسيت و انتخاب پذيري بالايي ي پروتئينفلورسانس يک ابزار قابل اعتماد در مطالعه
وغيره   )SLD(پراکنـدگي ديناميـکي نور  روش هاي ديگر شامل دورنگ نمايي حلقوي و دارد. تکنيک
 )6باشند (مي
 ک فلورسانس اسپکتروسکوپیکنی -6-2
توسط سرجان فردريک ويليام هرشل مطرح شد. فلورسانس  91راي اولين بار  فلورسانس در اواسط قرن ب
ي آن آزاد شدن يک فوتون از مولکولي است که در در واقع شکل ويژه اي از لومينسانس است مشخصه
  018 s-1زاد شدن انرژي با سرعتي معادل با رسد . اين آحين انتقال از حالت برانگيخته به حالت پايه مي
 ) که دياگرام جابلونسکي01-2هاي فعال و غيرفعال سازي فلورسانس در شکل (دهد. انواع فرايندرخ مي
شود، نشان داده شده است (اين دياگرام حالت هاي الکتروني گفته مي  )margaiD iksnolbaJ(
 بين اين حالت ها را نشان مي دهد).مولکول، زير حالت هاي ارتعاشي و انتقالات 
 مراحل اصلي ذکر شده در نمودار به تفصيل در زير آمده است:
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ثانيه) انتقالات  01-51افتد ( جذب با تحريک بسيار سريع اتفاق مي :)noitprosbA( جذب ي مرحله
رتعاشي در اولين و به ترازهاي مختلف ا S(0 )جذبي از حالت پايه ارتعاشي در تراز الکتروني يکتايي پايه
 در شکل نشان داده شده است. S(1 و S2دومين حالت الکتروني برانگيخته (
 )noitaxaleR lanoitarbiV(مرحله آسايش ارتعاشي  -1-6-2
اين فرايند نوعي آسايش غيرتابشي است. ملکول هاي موجود در حالت هاي ارتعاشي برانگيخته به سرعت 
ه و به سطح ارتعاشي پايه در تراز الکتروني مربوطه مي روند. انرژي اضافي ارتعاشي خود را از دست داد
انرژي در اين حالت به صورت گرمايي يا حرکات ارتعاشي مولکول هاي حلال از دست مي رود. به طور 
به تراز  ν(i )طبيعي آسايش ارتعاشي به صورت گام به گام اتفاق مي افتد و شرط انتقال از تراز ابتدايي
مي باشد. اين بدان مفهوم است که براثر هر برخورد ملکول با ملکول هاي   1=νΔرابطه ν(f )نهايي
حلال، که منجر به غيرفعالسازي غيرتابشي مي شود، مولکول برانگيخته يک کوانتوم از انرژي ارتعاشي 
 امخود را از دست داده و صرفا انتقال به يک تراز انرژي پايين تر در ر مرحله رخ مي دهد. مدت زمان انج
 ثانيه مي باشد. 01-11تا  01-01اين فرايند 
 )noisrevnoC lanretnI(مرحله تبديل دروني  -2-6-2
انتقال الکترون بين دو تراز الکتروني با چندگانگي اسپين يکسان است، که به شيوه غيرتابشي صورت 
نحوي  ت بهگيرد. شرط انجام اين فرايند همپوشاني نمودارهاي انرژي پتانسيل دو تراز الکتروني اسمي
ر با هم تتر تراز الکتروني بالاتر و حالت ارتعاشي بالاتر تراز الکتروني پايينکه انرژي حالت ارتعاشي پايين
و يا بين اولين حالت  S(2S→1 )تواند بين دو حالت برانگيخته رخ دهدبرابر باشد. اين فرايند مي
بيفتد. مدت زمان انجام اين فرايند بين اتفاق  S(1S→0 )الکتروني برانگيخته و حالت الکتروني پايه
ثانيه است. تبديل دروني از يک حالت برانگيخته الکتروني به  01-21هاي الکتروني برانگيخته، حالت
وابسته به نوع ملکول بوده ولي معمولا در صورتي که تفاوت انرژي زيادي  S→S(0 )حالت الکتروني پايه
متري دارد. بنابراين هيچ گونه هم پوشاني بين چاه هاي انرژي وجود داشته باشد، کارايي ک S0 و  Sبين
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پتانسيل دو حالت وجود نخواهد داشت. بعد از تبديل دروني، انرژي اضافي به سرعت از دست رفته و 
 مولکول در پايين ترين سطح ارتعاشي حالت الکتروني پايين تر قرار مي گيرد.
 مرحله فلورسانس -3-6-2
ا، هالکتروني با چندگانگي اسپين يکسان است. در مورد بيشتر مولکولهاي انتقال تابشي بين حالت
ها در حالت پايه جفت مي شوند(با اسپين هاي مخالف) بنابراين فلورسانس شامل يک انتقال الکترون
و آسايش ارتعاشي بعد از آن بسيار S يکتايي است. با توجه به اين که تبديل دروني به تراز -يکتايي
هاي ارتعاشي به حالت S ترين تراز ارتعاشيرسانس است، فلورسانس معمولا از پايينسريعتر از فلو
ي هاي مختلف يکتايگيرد. بنابراين حتي اگر جذب به حالتمختلف در تراز الکتروني پايه صورت مي
شود. به طور معمول مدت زمان برانگيخته صورت گرفته باشد تنها يک باند فلورسانس ديده مي
ثانيه است. باندهاي فلورسانس مولکولي عمدتا از خطوطي تشکيل شده که طول موج  01-6فلورسانس
اي بلندتر، هبلندتر يا فرکانس کمتري (انرژي کمتر) نسبت به باند جذبي خود دارند. شيفت به طول موج
 نيز خوانده مي شود. )tfihS sekotS( شيفت استوک
 ) noisrevnoC lanretxEمرحله تبديل بيروني ( -4-6-2
ا (مثل هنوعي آسايش غيرتابشي است که در آن حالتهاي برانگيخته انرژي اضافي خود را به ساير گونه
هاي تبديل بيروني، خاموشي برخوردي يا دهند. يکي از مکانيزمهاي حل شونده) ميحلال يا مولکول
لکول ها منتقل است. در اين نوع خاموشي، طي برخورد انرژي از گونه برانگيخته به ساير مو ديناميک
 .يابدشود. بنابراين سرعت خاموشي ديناميک با سرد کردن نمونه کاهش ميمي
  )gnissorC metsysretnI(مرحله عبور سيستمي  -5-6-2
هاي يک تايي به سه تايي ممنوع است. هر چند جذب ضعيفي در مورد برخي انتقالات جذبي از حالت
اي تواند از طريق انتقال الکترون از ترازهايي همچنين ميها امکان پذير است. تراز برانگيخته سه تمولکول
ابه تبديل شود. اين فرايند مشيکتايي برانگيخته پر شود. به اين فرايند، عبور بين سيستمي گفته مي
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ود. شدروني است، با اين تفاوت که انتقال الکترون بين ترازهايي که چندگانگي متفاوت دارند انجام مي
سيستمي، مولکول با آسايش ارتعاشي به پايين ترين حالت ارتعاشي در تراز الکتروني بعد از عبور بين 
 .رودکه در آن قرار دارد مي
 مرحله فسفرسانس -6-6-2
مي اند به وسيله تبديل بيروني و يا عبور بين سيستهاي سه تايي که از الکترون پر شدهبه طور معمول تراز
توانند به وسيله نشر يک هاي سه تايي ميتراز T(1S→0 )شوند. به تراز الکتروني پايه غيرفعال مي
هاي الکتروني با چندگانگي متفاوت سازي تابشي بين حالتشود. غير فعالفوتون نيز غير فعال مي
باشد. بيشتر بودن طول ثانيه مي 01-4شود. معمولا مدت زمان انجام فسفرسانس  فسفرسانس خوانده مي
از بودن آن به لحاظ اسپيني است (تغيير چندگانگي اسپين در خلال عمر فسفرسانس به دليل غيرمج
انتقالات از ديدگاه کوانتمي غير مجاز است). بنابراين تنها زماني که احتمال وقوع تبديل بيروني با سرد 
دهد. طول موج فسفرسانس يک ترکيب مشخص معمولا کردن نمونه کاهش يابد فسفرسانس رخ مي
 ).11کمتر است ( S1 از انرژي T1 ورسانس است، به اين دليل که انرژيبلندتر از طول موج فل
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 .یجابلونسک اگراميد-8-2 شکل
 حالت هاي الکتروني مولکول، زير حالت هاي ارتعاشي و انتقالات بين اين حالت ها
 ها و عوامل دناتوراسیونتکنیک -7-2
 دناتوراسيون -1-7-2
اتوراسيون پروتئيني يک فرآيند برگشت پذير ويا غير قابل برگشت مي تواند باشد. دناتوراسيون در دن
واقع به تغييري که در کنفورماسيون پروتئين ايجاد شود و منجر به آنفولد شدن کل ساختار پروتئين 
. در اين دهدشود. علاوه براين، چنين تغييراتي بدون شکستن پيوندهاي پپتيدي رخ ميشود اطلاق مي
شرايط پروتئين بدليل از دست دادن ساختار سوم خود فعاليت بيولوژيکي ندارد. از طرفي دناتوراسيون 
شود که اين امر تمايل جذب سطحي نقاط هاي هيدروفوبيکي ميمنجر به در معرض قرار گرفتن گروه
 ).42د (دهافزايش ميهيدروفوبيکي پروتئين ها را به يکديگر و تشکيل و تجمع رسوب  پروتئيني 
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 هامطالعه پايداري پروتئين -2-7-2
در تحقيقات بيومولکولي نظير مهندسي پروتئين، شيمي پروتئين، کشف و طراحي داروها، تعيين 
فاکتورهاي موثر در پايداري پروتئين ها اهميت بالقوه اي دارد. در اين تحقيقات از روي پارامترهايي 
هايي که يک پروتئين در حين عبور از حالت و نيز ويژگي GΔ (°نظير تغييرات انرژي آزاد گيبس (
وان پايداري تکند ميطبيعي و فولدشده به حالت غيرطبيعي و آنفولد شده در حين دناتوراسيون پيدا مي
 ترموديناميکي را مشخص کرد.
ود از جمله ه نمتوان به موارد زير اشارکنند، ميدر بين پارامترهايي که پايداري يک پروتئين را تعيين مي
به پيوندهاي هيدروژني، تعاملات هيدروفوبيک، پيوندهاي واندروالسي، پل هاي نمکي و تعاملات 
آروماتيکي که همگي بستگي به نوع ترکيب آمينواسيدهاي  يک پروتئين دارند و نيز تغييرات پس از 
چنين يکسري  شوند همترجمه نظير گليکوزيله شدن و متيله شدن که روي پروتئين ايجاد مي
وغيره هستند که روي پايداري يک پروتئين تاثير  Hpفاکتورهاي محيطي نظير دما، فشار، نمک ها، 
ي شيميايي نظير گوانيدين هيدروکلرايد و يا اوره منجر گذارند. به عنوان مثال اضافه نمودن يک مادهمي
 ).77,04شود (مي  به دناتوره شدن پروتئين و متعاقب آن تغيير در پايداري پروتئين
 
 روش دناتوراسيون شيميايي -3-7-2
اوره و گوانيدين هيدروکلرايد ترکيباتي هستند که به طور معمول جهت دناتوراسيون شيميايي به کار 
هاي هيدروژني منجر به آنفولد شدن ). اين ترکيبات با تخريب پيوند11-2شوند  شکل(گرفته مي
مولار براي اوره  8ها به عنوان مثال غلظت ز اين دناتوره کنندههاي بالا اشوند. در غلظتها ميپروتئين
ها تمايل به آنفولد شدن دارند. در حقيقت مولار براي گوانيدين هيدروکلرايد پروتئين 4و غلظت 
شود. در حين دناتوراسيون دناتوراسيون شيميايي منجر به از دست رفتن پايداري در پروتئين مي
ماند. اما ساختارهاي دوم وسوم پروتئين روتئين دست نخورده باقي ميشيميايي ساختار اوليه پ
شوند. در اين حالت پروتئين از حالت فولد شده به يکي از دو حالت نسبتا فولد شده دستخوش تغيير مي
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ي حد واسط هم در اين واکنش از طريق مطالعات رسد. همچنين وجود مرحلهو کاملا آنفولد شده مي
ر گوانيدين ها در حضوباشد. فرآيند آنفولدينگ بعضي  پروتئينميايي قابل بررسي ميدناتوراسيون شي
) و I، حد واسط (EVITAN) Nدهد. شامل مرحله ي (هيدروکلرايد سه حالت گذار را نشان مي
ي پروتئين در ي حدواسط  در حين دناتوراسيون نشان دهنده). وجود مرحلهUي آنفولد شده (مرحله
است که اين امر  EVITANاي مشابه با حالت باشد  که داراي ساختار ثانويهمذاب ميحالت کره ي 
وم هاي بتا و راندتوسط تکنيک  دورنگ نمايي حلقوي با تعيين درصد محتواي آلفا هليکس، صفحه
 ).01ها تاييد شده است (کويل
 
 .ديدروکلرایه نيدیگوان و اوره يیایمیش ساختار -9-2 شکل
 
 ترکيباتي که به طور معمول جهت دناتوراسيون شيميايي به کار گرفته مي شوند.
 هاي نوترکیبهاي تولید و تلخیص پروتئینتکنیک -8-2
 هاي نوترکيبکاربرد پروتئين -1-8-2
ون مواد به در اي در فرآيندهاي بيولوژيک، انتقالها در بدن داراي نقش بسيار مهم و گستردهپروتئين
ساني رها و بيرون از آن، تشکيل گيرنده هاي سلولي، تسريع واکنش هاي بيوشيميايي و فرآيند پيامسلول
ژن در بدن انسان تخمين زده شده است و با برآورد نقش  00004الي  00052بر عهده دارند. تاکنون 
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يرات ساختماني مولکول هاي بسيار ژن ها و تعداد زيادي از پروتئين هاي حياتي که خود بر مبناي تغي
 زيادي را توليد مي کنند مي توان به تعدد بيشتر آنها در بدن پي برد.
  )nietorP tnanibmoceR(هاي نوترکيب پروتئين -2-8-2
هاي مورد نياز و اساسي در علم بيوتکنولوژي امکان هاي نوترکيب به عنوان روشهاي توليد پروتئينروش
-هاي حياتي مانند داروها، انسولين و پروتئين هاي خون، هورمونها مثل هورمونتوليد بسياري از مولکول
لونينگ هاي کهاي نوترکيب از تکنيکبراي توليد پروتئين نمايد.ها و غيره را فراهم ميهاي رشد و واکسن
هاي هايي به نام وکتور درون باکتريشود که در آن ژن مورد نظر توسط حاملاستفاده مي مولکولي
مخصوصي وارد شده تا به عنوان جزئي از ژن باکتري و به همراه آن تکثير شده و پروتئين مورد نظر 
-نهاي مختلف کروماتوگرافي ستوني پروتئيسپس با روش  هاي باکتري بيان شود.همراه با ساير پروتئين
يي مانند هاها خالص سازي شده و خصوصيات آن از لحاظ فعاليت بيولوژيکي و ساختماني با روش
پس از طي مراحل ذکر شده پروتئين مذکور به عنوان  گيرد. مورد بررسي قرار مي  ASILE  روش
 گيرد هاي تحقيقاتي مورد استفاده قرار ميدارو، مکمل يا در زمينه
در موجودات مختلف همراه است  AND   هاي ژنتيکي و تغييراتمحصولات نوترکيب که با دستکاري
هاي دارويي مورد مصرف شده است به طوري که امروزه در نوع و تنوع فرآوردهموجب تحول عظيمي 
هاي شيميايي کوچک هاي نوترکيب دارويي با وزن مولکولي بالا به جاي مولکولشاهد مصرف فرآورده
ديروز هستيم. داروهاي پروتئيني داراي عملکرد بسيار اختصاصي هستند. لذا بر روي ساير فرآيندهاي 
 غير مرتبط اثر سوئي نخواهند گذاشت و از اين نظر کمتر داراي عوارض جانبي هستند.بيولوژيک 
وجود دارد سبب شده تا دور نماي اقتصادي بسيار جالبي براي  درمانگر هايدو مزيت که براي پروتئين
ترکيب نو  AND آنها نسبت به داروهاي متداول ترسيم شود. اکثر داروهاي پروتئيني حاصل فناوري 
يک پروتئاز که از -ست مگر برخي از موارد کم مانند آنزيم هاي پانکراس و يا مهار کننده هاي آلفاا
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هاي بيولوژيکي که از آن ها آيد. سيستماستخراج بافت هاي حيواني و پلاسماي انساني بدست مي
ري و حشرات هاي جانوها، مخمرها، سلولآيند عبارت از انواع باکتريهاي نوترکيب بدست ميپروتئين
باشد. مرحله ديگري که از اين هاي حاصل از حيوانات دستکاري شده ژنتيکي ميو گياهي و سلول
هاي اصلاح شده بدست آورد عبارت  است از بهينه کردن آنها بر مبناي ها ميتوان فرآوردهپروتئين
هاي واکنش توانندميها نگلايکوزيله کردن، فسفريلاسيون و تجزيه پروتئوليتيک. بطور مثال باکتري
ي را با اگلايکوزيله شدن انجام دهند. لذا بر مبناي هر يک از تغييرات فوق ميتوان پروتئين اصلاح شده
 مزاياي بيشتري بدست آورد .
مولکول انسولين اولين دارويي بود که بر مبناي آن تمايل به تغييرات و بهينه سازي آن ايجاد شد. سابق 
ها حداقل سه عدم استخراج و خالص سازي از پانکراس بود و اين نوع فراوردهبر اين انسولين حاصل 
مزيت را با خود داشت. اول آنکه محدوديت حيواني براي استخراج براي آنها وجود دارد و دوم اينکه 
هزينه اين نوع استخراج از حيوان زياد و نيازمند صرف وقت بوده و اينکه در برخي مواقع نسبت به اين 
 ها آلرژي همراه با پاسخ عدم تحمل پذيري وجود دارد .فراوردهنوع 
ها باعث شد تا تحقيقات بر مبناي جدا سازي ژن توليد کننده انسولين انساني حاصل اين محدوديت
با مهندسي ژنتيک وارد شود که سبب توليد انسولين   iloC.E صورت گيرد و سپس ژن مدنظر را در
نوترکيب گرديد. در نهايت اين فناوري موجب شد تا انسولين انساني   AND انساني از طريق فناوري 
تر و با حالت خطر کمتر و با ايمني زايي همراه  به طور صنعتي  با مزاياي کم هزينه تر و در دسترس
 تهيه شود 
ت ا آن اسههايي هستند. يکي از اين مزيتها داراي مزيتهاي نوترکيب نسبت به ساير پروتئينپروتئين
 تواند همانند دقيقي از ترکيب طبيعي بدن باشدکه نسخه کپي شده و باز نويسي شده از ژن انساني مي
و بطور اختصاصي عمل نمايد و نسبت به آن نيز واکنش ايمني کمتري در بدن داشته باشد. ثانيا 
د. يکي از موارد ونهاي نوترکيب بطور موثرتر و با هزينه کمتري و با فراواني بيشتري توليد ميشپروتئين
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است. اين عارضه ژنتيکي  esaesid s'rehcuaG هاي نوترکيب در درمان بيماري گوشهکاربرد فرآورده
بزرگ تر  آيد و سببو نقص متابوليکي ليپيدي در اثر کمبود آنزيم بتا گلوکوروسربروزيداز بوجود مي
شود. اين هايي ايجاد ميدانه هايي همراه رنگگردد و در پوست بدن نيز زخمشدن کبد و طحال مي
براي درمان يک بيمار در سال نياز بود تا اين  شد.آنزيم در ابتدا از جفت انساني استخراج و حاصل مي
جفت انساني استخراج و خالص سازي شود که از نظر عملي کار بسيار زيادي لازم بود.  00005آنزيم از 
 تهيه شد و اين آنزيم با اين فناوري نه تنها به حد کافي ترکيبآنزيم بتا گلوکوروسربروزيداز بصورت نو
 شود بلکه خطر انتقال عوامل ويروسي نيز از بين رفت توليد مي
 د پروتئین هاي نوترکیب در گیاهانتولی -9-2
ن هاي گوناگوني بيان گردد، بنابراين تعيين سيستمي با بيشتريتواند در سيستمز آنجايي که يک ژن ميا
ان شود. تعيين بهترين سيستم بيهاي نوترکيب امري ضروري در نظر گرفته ميوتئينبازده توليد پر
هاي نوترکيب يکي از مباحث مهم در بيوتکنولوژي است. يک سيستم بيان کننده کننده پروتئين
هاي نوترکيب بايد بتواند مواد زيستي را با بيشترين فعاليت بيولوژيکي و ايمني و کمترين هزينه پروتئين
اي ههاي نوترکيب از سيستمهاي معروف براي توليد پروتئينليد کند. در حال حاضر بعضي از شرکتتو
ها داراي کنند. اما اين سيستم) يا سلول پستانداران استفاده ميiloc.Eها (مانند: فرمانتاسيون باکتري
هاي سلول هاي نوترکيب ازهاي بياني که جهت توليد پروتئينهايي هستند. سيستممحدوديت
آورند که کاملاً مشابه آنهايي است که بطور هاي را به وجود ميکنند، فرآوردهپستانداران استفاده مي
 شوند.طبيعي در بدن انسان سنتز مي
شود، اين سيستم در مقياس محدود قابل اجرا است. کاربرد ها گران تمام مياما چون کشت اين سلول
ند؛ هاي نوترکيب در مقياس وسيع توليد شوگردد که پروتئينها باعث ميها مانند باکتريميکروارگانيسم
هاي هاي حاصل به طور محسوسي با فرآوردهها اين است که فرآوردهاما مهمترين مشکل اين سيستم
د، به وسيله شونهاي که معمولا ًدر انسان گليکوزيله ميطبيعي انساني اختلاف دارند. براي مثال، پروتئين
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ات هاي يوکاريوتي جهت انجام اصلاحها فاقد امکانات سلولگردند. زيرا باکتريها گليکوزيله نمييباکتر
اني هاي انسپس از ترجمه هستند. پردازش پس از ترجمه براي فعاليت زيستي تعداد زيادي از پروتئين
ده رايج بيان کنن هايها لازم است. گياهان واريخته جايگزين مناسبي براي سيستمبادياز جمله آنتي
هاي جانوري و پروکاريوتي هستند. گياهان واريخته داراي هاي نوترکيب همچون کشت سلولپروتئين
د دهنهاي پزشکي نشان ميهايي هستند که بطور مصنوعي به آن ها الحاق شده است. آزمايشژن يا ژن
اي هي و ساختماني با پروتئينهاي زيست شناختهاي توليد شده در گياهان از نظر فعاليتکه پروتئين
 .اند، قابل مقايسه هستندآمده هاي انساني و حيواني بدستهاي کشت سلولمشابه که از سيستم
 به عنوان يک ارگانيسم ميزبان براي توليد پروتئين  iloc .Eاستفاده از  -1-9-2
ام مواردي که موجب است. تم iloc.E ها باکتريترين ارگانيسم مورد استفاده براي بيان پروتئينرايج
شوند. عواملي هاي بياني ديگر نيز بکار گرفته ميشوند در سيستممي iloc.Eافزايش بيان پروتئين در 
 ضرر نظير سرعت رشد بالا، آساني کار با اين ميکروارگانيسم، رشد در محيط کشت نسبتا غني و بي
  .کندرا آسان ميبودن براي انسان و يا محيط زيست کار با اين ميکروارگانيسم 
 
   سازي پروتئين هاي نوترکيبخالص -2-9-2
زماني که ميزان بالايي از پروتئين داخل سلول توليد شد براي اينکه بتوان جزئيات پروتئين بيان شده 
را مورد مطالعه قرار داد نياز است که خالص سازي پروتئين در سطح مطلوبي صورت بگيرد. اين بدان 
 هايهاي مورد نظر ما از ساير اجزاي سلول از جمله تمام پروتئينتئينبايست پرومعني است که مي
ديگر جدا شود تخليص پروتئين يک فرآيند پيچيده مي باشد و نياز به درجه بالايي از مهارت و تجربه 
دارد.هم چنين پروتکل هاي تخليص پروتئين اغلب با تلاش بي وقفه بدست آمده و تست شده اند. اکثر 
تکيه بر پيدا کردن ويژگي خاصي از پروتئين ها دارند که مي تواند به تدريج پروتئين مورد پروتکل هاي 
نظر را از تمام پروتئين ها و اجزاي ديگر سلولي تفکيک کند. استفاده از ستون کروماتوگرافي ميل 
 يترکيبي يک روش تخليص پروتئين است. اين روش به طور گسترده براي طيف وسيعي از پروتئين هاي
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با خواص متفاوت قابل اجرا است. در کروماتوگرافي ميل ترکيبي، اضافه نمودن اسيدهاي آمينه هاي 
خاص به پروتئين يک ويژگي جديد مي دهد که موجب اتصال محکم آن به يک ماده خاص مي گردد. 
اين تگ يک   براي کمک به تخليص کردن يک پروتئين است. "gat siH"يک مثال رايج استفاده از 
ها اضافه پروتئين Cو يا پايانه  Nرشته (معمولا شش تا) از رزيجو هاي هيستيدين است که به پايانه 
گردد. همچنين در حال حاضر پلاسميدهايي به صورت تجاري در دسترس هستند که  حاوي کدون مي
عملکرد هاي اضافي در پروتئين اغلب هيچ گونه تداخلي با باشند. حضور اين آمينواسيدخود تگ مي
شود. به صورت طبيعي پروتئين ندارد و موجب اتصال محکم پروتئين به يونهاي فلزي مانند نيکل مي
هاي داراي تگ هيستيدين هاي که به يون فلزي نيکل اتصال دارند جهت تخليص پروتئينتجاري رزين
از ستون حاوي  iloc.Eهاي گيرند. در روش کروماتوگرافي ميل ترکيبي سلولمورد استفاده قرار مي
گردند. هاي داري تگ هيستيدين به يون نيکل متصل ميشود و  پروتئينهاي نيکل عبور داده ميرزين
 .گرددسپس براي آزاد شدن اين اتصال از بافر ايميدازول استفاده مي
 
 
 
 
 
 
 
 فصل سوم: مواد و روش ها -3
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 مواد، تجهیزات و متغیرهاي آزمايشی -1-3
بيان و تخليص شد و نارنجين از شرکت سيگما، تهيه شدند. بقيه  b2RFGFپروتئين  ر اين تحقيقد
ين تيروز مواد شيميايي مورد استفاده از نوع خالص بودند.غلظت پروتئين مورد نظر که شامل ناحيه
M-بود توسط دستگاه نانودراپ با استفاده از ضريب خاموشي  b2RFGFکينازي پروتئين نوترکيب 
محاسبه شده  نانومتر به دست آمد که بر اساس توالي اسيد آمينه 082در طول موج  06114 1mc-1
 بود.
 مواد مورد استفاده در آزمايش -1-1-3
 جهت کشت باکتر ي در حجم بالا htorB BLمحيط کشت  .1
 جهت تهيه کلوني از باکتري کشت داده شده ragA BLمحيط کشت  .2
 سيونجهت ترانسفورما  )3ED(12LBهاي مستعد (پذيرا) سلول .3
 b2RFGFي تيروزين کينازي پروتئين نوترکيب که حاوي ژن ناحيه 10-SCIELpپلاسميد  .4
 جهت بررسي عملکرد ناحيه کينازي پروتئين Cپروتئين فسفوليپاز  .5
 هاي حاوي پلاسميدسيلين جهت انتخاب کلونيبيوتيک آمپيآنتي .6
 بافرها HPمولار جهت تنظيم  1اسيدکلريدريک  .7
 بافرها HPر جهت تنظيم مولا 1هيدروکسيد سديم  .8
 جهت القاء بيان ژن GTPIتيوگالاکتوپيرانوزيد  1-دي-ايزوپروپيل بتا .9
 جهت تهيه بافر دياليز، بافر ليزکننده سلولي و بافرهاي تخليص پروتئين lCaN .01
 جهت تهيه بافرهاي پلي آکريلامي ژل الکتروفرزيس lcH-sirTو  esab sirT .11
 و غشاي دياليزجهت نگهداري ستون نيکل  %02الکل  .21
 جهت استريل کردن %07الکل  .31
 گلايسين جهت تهيه بافر ژل الکتروفرزيس .41
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 ي پلي آکريل آميد ژل الکتروفرزآکريل آميد و بيس آکريل آميد جهت تهيه .51
 )  جهت تهيه پلي آکريل آميد ژل الکتروفرزSPAو آمونيوم پرسولفات (DEMET .61
 داده شده و بافر ليز کننده سلوليگليسرول جهت تهيه سمپل بافر، استوک باکتري کشت  .71
 بروموفنول بلو و مرکاپتواتانول جهت تهيه سمپل بافر .81
 gniniatSمتانول، کماسي بلو و اسيد استيک جهت تهيه بافر .91
 جهت تهيه بافر تخليص پروتئين sepeHايميدازول و  .02
 محلول نيکل جهت تخليص پروتئين .12
 راسيون شيميايي) جهت مطالعات دناتوlCHndGگوانيدين هيدروکلرايد ( .22
 مارکر پروتئين جهت بررسي وزن مولکولي پروتئين .32
 کنش با پروتئين مورد نظرنارينجين جهت برهم .42
 جهت حل کردن نارنجين OSMD .52
 ها و تجهيزات مورد استفاده در آزمايشدستگاه -2-1-3
 )yrtemotohportceps elbisiVاسپکتروفوتومتري مرئي ( .1
 )yrtemiroulfortcepS(  007oiBمدل  yraCاسپکتروفلوريمتري  .2
 )rotabucnIدرجه سانتيگراد ( 73انکوباتور معمولي  .3
 )rekahs rotabucnIدرجه سانتيگراد ( 73دار انکوباتور شيکر .4
 )rekahs detaregirfeRدار (انکوباتور شيکر يخچال .5
 )egufirtneCسانتريفيوژ معمولي ( .6
 srezeerf bal erutarepmet wol-artlU(( درجه سانتيگراد -08فريزر تا  .7
 srezeerf bal erutarepmet wol-artlU(درجه سانتيگراد    ( -02فريزر تا  .8
 )rotaregirfeRدرجه سانتيگراد    ( 4يخچال معمولي  .9
 )evalcotuaدستگاه اتوکلاو ( .01
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 )xetrovورتکس ( .11
 )retem HPسنج  ( HPدستگاه  .21
 )elacs latigiD gm1گرم   ( 0/1000ترازوي ديجيتالي با دقت  .31
 )elacs latigiD g1گرم   ( 1يجيتالي با دقت ترازوي د .41
 )tnempiuqe siserohportcelEدستگاه پلي آکريل آميد ژل الکتروفرزيس  ( .51
 )sisyl lairetcab noitacinoSدستگاه سونيکاتور ( .61
 )pordonaNدستگاه نانو دراپ ( .71
 )yhpargotamorhc nmuloCستون تخليص کروماتوگرافي ( .81
 )enarbmem sisylaiDغشاي دياليز ( .91
 )htab retaw eerged 73 درجه سانتيگراد  ( 24تا  73بن ماري  .02
 ))relpmaSميکروليتر   0001و 001، 01سمپلرهاي  .12
 ))ebutorciMميلي ليتر  1/5 ميکروتيوپ .22
 )noclaFميلي ليتر ( 05و  51لوله فالکن  .32
 )rekam ecIدستگاه يخ ساز ( .42
 محلول ها و بافرها -2-3
 تهيه استوک آمپي سيلين -1-2-3
ميلي ليتر آب مقطر استريل حل کرده تا غلظت نهايي آن به  1يلي گرم آمپي سيلين را در م 001
درجه   -02برسد. پس از تهيه آن را به حجم هاي کوچکتر تقسيم کرده و در فريزر  001 lm/gm
 سانتيگراد نگهداري کرديم.
 
 05
 
 GTPIتهيه استوک  -2-2-3
 Mmيل حل کرده تا غلظت نهايي آن به ميلي ليتر آب مقطر استر 1را در  GTPIميلي گرم  0/5950
درجه سانتيگراد   -02برسد. پس از تهيه آن را به حجم هاي کوچکتر تقسيم کرده و در فريزر  052
 نگهداري کرديم.
 تهيه بافر ليزکننده سلول جهت بررسي حلاليت پروتئين -3-2-3
حل کرديم تا  ميلي ليتر آب مقطر 005را وزن کرده و در  lCaNگرم  2/29و lcH-sirTگرم  1/69
 ).HP8ميلي مولار باشد ( 001و  52غلظت نهايي هرکدام در محلول به ترتيبب  
 تهيه بافر ليزکننده سلول جهت تلخيص پروتئين -4-2-3
ميلي  005مي باشد که در  lCaNگرم  2/92و SEPEHگرم  2/97گليسرول،  ٪01اين محلول حاوي 
ميلي  001و  52ر اين محلول به ترتيب د lCaNو  SEPEHليتر آب مقطر تهيه گرديد غلظت نهايي 
 ).8 HPمولار بود (
 %4تهيه محلول ژل پلي آکريل آميد  -5-2-3
 2/5،  ٪03بيس آکريل آميد  -ميلي ليتر از محلول آکريل آميد 1/3ميلي ليتر آب مقطر ديونيزه،  6/1
نموده و با  را ترکيب ٪01  SDSميلي ليتر از محلول  0/1مولار 0/5 lcH-sirTميلي ليتر از ژل بافر 
به محلول آن را به عنوان ژل  DEMET ميکروليتر  01و  ٪01SPA ميکروليتر 05اضافه نمودن 
 استفاده کرديم. gnikcatS
 %21تهيه محلول ژل پلي آکريل آميد  -6-2-3
 2/5،  ٪03بيس آکريل آميد  -ميلي ليتر از محلول آکريل آميد 4ميلي ليتر آب مقطر ديونيزه،  3/4
را ترکيب نموده و  ٪01  SDSميلي ليتر از محلول  0/1مولار و 1/5 lcH-sirTافر ميلي ليتر از ژل ب
به محلول آن را به عنوان ژل DEMET ميکروليتر  5و  ٪01 SPA ميکروليتر  05با اضافه نمودن 
 استفاده کرديم. gnivloseR
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 %01  SPAتهيه محلول  -7-2-3
 ميلي ليتر آب ديونيزه حل کرديم. 1در  ميلي گرم آمونيوم پرسولفات را 001ي اين محلول براي تهيه
 )reffub gninnuR(   01 Xتهيه بافر الکترود  -8-2-3
ميکروليتر آب ديونيزه حل  0001را در   SDSگرم  01گرم گلايسين،  441، esab sirTگرم  03/3
 ).3.8 HPدرجه سانتيگراد ذخيره کرديم ( 4کرده و در دماي 
  )reffuB elpmaS(تهيه بافر نمونه  -9-2-3
ميلي ليتر  2/5مولار،  0/5 lcH-sirTميلي ليتر  1/52ميلي ليتر آب ديونيزه،  3/55حلول حاوي اين م
-ميکروليتر بتا 05و  ٪0/5ميلي ليتر بروموفنول بلو  0/2،  ٪01 SDSميلي ليتر  2گليسرول، 
 رديد.ميلي ليتر رسانده شد ودر دماي اتاق نگهداري گ 01مرکاپتواتانول است که حجم نهايي محلول به 
 مولار 0/5 lcH -sirTتهيه محلول  -01-2-3
به    lcH ميلي ليتر آب ديونيزه اضافه گرديد و با افزودن مقدار مناسبي از 06به  esab sirTگرم  6
درجه  4ميلي ليتر رسانده شد. و در دماي  001تنظيم گرديد و حجم نهايي به  6/8روي   HPمحلول 
 سانتيگراد نگهداري گرديد.
 مولار 1/5 lcH -sirTتهيه محلول  -11-2-3
   lcH ميلي ليتر آب ديونيزه اضافه گرديد و با افزودن مقدار مناسبي از 08به  esab sirTگرم  72/32
 4ميلي ليتر رسانده شد و در دماي  051تنظيم گرديد و حجم نهايي به  8/8روي   HPبه محلول 
 درجه سانتيگراد نگهداري گرديد.
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 reffuB gniniatSي تهيه -21-2-3
 01گرم کماسي بلو،  0/50ميلي ليتر متانول با  05ميلي ليتر از اين بافر به ميزان  001ي براي تهيه
 ميلي ليتر آب مقطر استفاده گرديد. 04ميلي ليتر استيک اسيد و 
 reffuB gniniatseDي تهيه -31-2-3
سيد و ميلي ليتر استيک ا 7ميلي ليتر متانول با  5ميلي ليتر از اين بافر به ميزان  001براي تهيه ي 
 ميلي ليتر آب مقطر استفاده گرديد. 88
 بيس آکريل آميد -ي محلول آکريل آميدتهيه -41-2-3
ميلي ليتر آب ديونيزه حل کرده و پس  003گرم بيس آکريل آميد را در  2/4گرم آکريل اميد با  78/6
 درجه سانتيگراد نگهداري گرديد. 4از فيلتر کردن در دماي 
 SDSتهيه بافر  -51-2-3
ميلي ليتر آب مقطر حل کرده و سپس  5را در  SDSگرم  01يلي ليتر از اين بافر، م 01براي تهيه ي 
 درجه سانتيگراد نگهداري شد. 4ميلي ليتر رسانديم اين محلول در دماي  01به حجم 
 )reffuB gnihsaW( Aتهيه بافر  -61-2-3
 ليتر آب مقطر حل کرده 1را در  elozadimIگرم  1/63و  lCaNگرم  5/48، SEPEHگرم  5/59
درجه سانتيگراد  4ميلي مولار باشد سپس محلول را در دماي  01و  001،  52تا غلظت نهايي به ترتيب 
 ).  5.7HPذخيره کرديم(
 reffuB gnitulE(   ( Bتهيه بافر  -71-2-3
ليتر آب مقطر حل کرده تا  1را در  elozadimIگرم  86و  lCaNگرم  5/48، SEPEHگرم  5/59
درجه سانتيگراد  4ميلي مولار باشد سپس محلول را در دماي  0001و  001،  52غلظت نهايي به ترتيب 
 ). 5.7 HPذخيره کرديم(
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 تهيه بافر دياليز -81-2-3
ليتر آب مقطر حل کرده تا غلظت نهايي به  4را در  lCaNگرم  32/63و  lcH-sirTگرم  51/86
 HPاري نموديم (درجه سانتيگراد نگهد 4ميلي مولار باشد سپس محلول را در دماي  001و  52ترتيب 
 ). 5.7
 )lCHndGتهيه استوک گوانيدين هيدروکلرايد ( -91-2-3
 8ميلي ليتر آب مقطر حل کرديم تا غلظت نهايي به  001گرم گوانيدين هيدروکلرايد را در  84/52
 مولار برسد.
 تهیه نارنجین -3-3
سپس  ميلي مولار از گاليک اسيد تهيه کرديم 2حل کرده و يک غلظت نهايي  OSMDارنجين را در ن
 درجه سانتيگراد نگهداري کرديم. 4در دماي 
 هاي کشت باکتريآماده سازي محيط -1-3-3
تهيه کرديم سپس   BLگرم پودر  02را در حجم يک ليتر با اضافه کردن  htorB BLمحيط کشت 
اتوکلاو کرده و پس از خنک شدن با اضافه کردن مقدار مناسبي از آنتي بيوتيک مورد استفاده قرار 
 داديم.
 htorB BLط کشت محي -2-3-3
تهيه کرديم سپس   BLگرم پودر  02را در حجم يک ليتر با اضافه کردن  htorB BLمحيط کشت 
اتوکلاو کرده و پس از خنک شدن با اضافه کردن مقدار مناسبي از آنتي بيوتيک مورد استفاده قرار 
 داديم.
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 ragA BLمحيط کشت  -3-3-3
گرم آگار تهيه  3/57و  BLگرم  5فه کردن ميلي ليتر با اضا 052را در حجم  ragA BLمحيط کشت 
کرديم سپس اتوکلاو نموده وپس از خنک شدن با اضافه نمودن مقدارمناسبي از آنتي بيوتيک محيط را 
 داخل پليت ريخته و از آن جهت محيط کشت جامد باکتري استفاده کرديم.
 روش انجام کار -4-3
 
 ينازیک نيروزیت هیناح یژن یتوال و 10-SCIELp بینوترک دیپلاسم ساختار شينما -1-3 شکل
 b2RFGF بینوترک نیپروتئ
 A
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 .SCIELp-10 دیپلاسم از کیشمات نقشه و ينازیک هیناح یژن یتوال -2-3 شکل
 
 Bو تصوير  b2RFGFروزين کينازي پروتئين نوترکيب تي توالي ژني ناحيه نشان دهنده Aتصوير 
-Nاست. اين پلاسميد به پروتئين در ناحيه  10-SCIELpدهنده  نقشه شماتيک از پلاسميد نشان
  VET. وکتور داراي ناحيه برش آنزيمي gat-6siH(دنباله هيستيديني اضافه مي کند (lanimret
و  7Tوتئين است. هم چنين وکتور شامل آغاز کنندهپروتئاز جهت برداشتن دنباله هيستيديني از پر
 است. 7T  خاتمه دهنده 
 مراحل تولید پروتئین نوترکیب -5-3
 ))sllec tnetepmocهاي پذيرا ي سلولتهيه -1-5-3
 :هاي زير را آماده کرديمبدين منظور ابتدا محلول
 BOSکشت بدون آنتي بيوتيک تهيه کرديم. هم چنين محيط BL ميلي ليتر محيط کشت استريل  01
ميلي ليتر آب ديونيزه حل  59را در  lCaNگرم  0/50گرم عصاره مخمر،  0/5، گرم تريپتون 2حاوي 
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تنظيم کرديم. و  7محلول را برابر با  HPميلي مولار اضافه نموديم و  lCKميلي ليتر  1کرده و نيز 
تقسيم و اتوکلاو نموديم.  ميلي ليتري 052رسانديم. در دو فلاسک  001حجم نهايي را با آب ديونيزه به 
مولار اضافه کرديم. محلول  2استريل با غلظت  lCgM2ميلي ليتر  0/5قبل از استفاده به محلول 
درجه  4درصد را پس از آماده کردن  جهت استريل سازي اتوکلاو  نموده  و در دماي  05گليسرول 
درصد رسانده شد. محلول  51زان نگهداري کرديم. هم چنين غلظت نهايي گليسرول در محلول را به مي
ميکرومتري استريل نموده و درون يک  0/2ميلي مولار را با از طريق يک فيلتر  05با غلظت  lCaC2
 محفظه استريل نگهداري کرديم.
  هاي پذيراروش آماده سازي سلول -2-5-3
 12LBهاي اشرشيا کلي بدون آنتي بيوتيک تهيه شده از قبل سلول ragA BLروي محيط کشت 
درجه سانتيگراد به مدت يک شب انکوبه شد. يک کلوني  73را استريک کرده و سپس در دماي  3ED
ميلي ليتر محيط کشت استريل وارد کرده و به مدت يک شب در دماي  01را از روي پليت به داخل 
ه را ب دور بر دقيقه انکوبه کرديم. يک ميلي ليتر از اين محيط 002درجه روي انکوباتور شيکردار با  73
  002درجه روي انکوباتور شيکردار با  73اضافه گرديد و در دماي  BOSميلي ليتر از محيط کشت   05
رسيد.  سپس سلول ها توسط  0/5نانومتر به  006دور بر دقيقه انکوبه شد تا زماني که جذب در 
وب داده شد. رسوب دور بر دقيقه رس 0005دقيقه در چهار درجه سانتي گراد با  01سانتريفيوژ به مدت 
دقيقه روي يخ قرار  30سرده شده احيا گرديد و به مدت  lCaC2ميکرو ليتر  05سلولي خيلي آرام در 
در حضور سرما به آرامي  lCaC2ميلي ليتر  2داده شدند. سلول ها مثل قبل رسوب داده شدند و با 
و ل ها اضافه شد و به آرمي درصد به سل 05احيا شدند و سلول ها روي يخ نگهداشته شدند. گليسرول 
درجه سانتي  -07ميکروليتر داخل ميکروتيوپ تقسيم شد و در دماي  001مخلوط گرديد. به ميزان 
 گراد ذخيره گرديد.
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 هاي پذيراترانسفورماسيون سلول -3-5-3
 هاي مورد نیازمحلول
ون آنتيبد htorb BLسازي محيط کشت هاي مورد نياز براي ترانسفورماسيون شامل آمادهمحلول
 حاوي مقدار مناسبي از آنتي بيوتيک مي باشد.  raga BLهاي بيوتيک و پليت
 روش ترانسفورماسیون
ميکروليتر از سلول هاي پذيرا ريخته  05ميلي ليتري استريل به ميزان  1/5هاي داخل اپندورف تيوپ
راج ميني پرپ استخ ميکرو ليتر پلاسميد تخليص شده (پلاسميدها  به روش 4شد پس از اضافه نمودن 
درجه  24دقيقه روي يخ انکوبه شد.از دماي  03شده بودند) به آرامي مخلوط گرديد و سپس به مدت 
دقيقه  5ثانيه به منظور ايجاد شوک حرارتي استفاده گرديد. نمونه ها به مدت  54سانتي گراد به مدت 
آنتي بيوتيک به مخلوط اضافه  بدون htorb BLميکروليتر  003روي يخ قرار داده شدند. به ميزان 
درجه سانتي گراد و داخل انکوباتور شيکر دار انکوباسيون را  73دقيقه در دماي  54نموده و به مدت 
 05حاوي مقدار مناسبي از آنتي بيوتيک به مقدار  raga BLانجام داديم. سلول هارا داخل پليت هاي 
شامل سلول هاي پذيراي حاوي پلاسميد  Aليت ميکروليتر به صورت زير تقسيم شدند. پ 002و 001،
شامل سلول هاي C شامل سلول هاي پذيرا  و آنتي بيوتيک. پليت   Bو آنتي بيوتيک مناسب. پليت 
درجه سانتي گراد به مدت يک شب انکوباسيون  73پذيرا و آگار فاقد آنتي بيوتيک. سرانجام در دماي 
کلني باکتري رشد کرده  Cو  Aايد روي پليت هاي صورت گرفت. اگر کار درست انجام شده باشد ب
رشد مي  Aکلني باکتري مشاهده نگردد. کلني هاي باکتريايي که روي پليت  Bباشد ولي روي پليت 
 کنند حاوي کلني هاي حاوي پلاسميد مورد نظر هستند.
 درجه سانتي گراد 73بررسي بيان پروتئين در دماي  -4-5-3
ميلي ليتر از محيط کشت  3ي مناسب انتخاب مي شود و داخل  از کلني هاي ترانسفورم شده يک کلن
ساعت  3ميکرو گرم بر ميلي ليتر  آمپي سيلين بود انکوبه گرديد و تقريبأ به مدت  001که حاوي    BL
رشد داده شد. سپس به  002 mpr درجه سانتي گراد و داخل انکوباتور شيکر دار با دور 73در دماي 
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ميلي ليتر ازمحيط  05ميلي ليتراز کالچرهاي رشد داده شده  به داخل  0/5ان منظور ساب کالچر به ميز
ميکروگرم بر ميلي ليتر آمپي سيلين بود منتقل گرديد و به مدت يک  001که حاوي  BLکشت تازه 
  01شب در همان شرايط داخل انکوباتور شيکر دار  قرار گرفت. بعد از اين مرحله سلول ها به مدت 
ميلي  1گذاشته شدند. سپس رسوب هاي سلولي حاصل با  0005mpr انتريفيوژ با دور دقيقه درون س
ميلي ليتر ازمحيط کشت تازه   05تازه بدون آنتي بيوتيک احيا گرديدند و پس از آن  به  BLليتر از 
ميکروگرم بر ميلي ليتر آمپي سيلين بود جهت  ساب کالچر انتقال داده شدند. اين  001که حاوي  BL
برسد ادامه يافت. از باقيمانده ي رسوب سلولي  0/1نانومتر به حدود  006له تا زماني که جذب در مرح
 73نيز جهت استخراج پلاسميد در فريزر نگهداري شد. درادامه به منظور رشد بيشتر کالچرها در دماي 
 0/7تا   0/6ر برابر نانومت 006درجه داخل انکوباتور شيکر دار  قرار داده شدند  تا زماني که  جذب در 
ميکروليتر داخل  005شد. به اين مرحله فاز رشد لگاريتمي مي گويند. سپس از هر کالچر به ميزان 
درجه سانتي گراد به منظور نمونه قبل از القا جهت  -02ميکروتيوب استريل ريخته شد و در دماي 
 003الچرقبل از القا  با ميکروليترازک 007ذخيره شد. هم چنين به ميزان   EGAP -SDS آناليز
 -08درصد گليسرول در دماي  51درصد مخلوط گرديد واستوک حاصل با  05ميکروليتر ازگليسرول 
 1به ميزان  GTPIدرجه سانتيگراد نگهداري گرديد.  سپس القاي بيان پروتئين ها با اضافه نمودن  
روتئين گذشت به منظورجمع آوري ميلي مولار صورت گرفت.  پس از هر ساعت که از زمان القاي بيان پ
براساس حجم نمونه ي جمع آوري شده در  مرحله قبل  EGAP-SDS نمونه بعد از القا جهت آناليز 
 0005mpr دقيقه در سانتريفوژ با دور  5از القاي بيان پروتئين نرمالايز صورت گرفت.  نمونه ها  به مدت 
براي بررسي پروتئين توليد  EGAP-SDSليز قرار گرفتند و سرانجام رسوب سلولي حاصل جهت آنا
 شده مورد استفاده قرار گرفتند.
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 درجه سانتيگراد 73ارزيابي حلاليت پروتئين بيان شده در دماي   -5-5-3
 دقيقه کالچرها را در 01جهت ارزيابي حلاليت  پروتئين بيان شده پس از القا در نهايت به مدت 
ميلي ليتر بافر  01رسوب  سلولي حاصل با اضافه نمودن  قرار داده شد و 0005 mpr سانتريفيوژ با دور
 02دقيقه  با استفاده از سونيکاتور که روي شرايط  2ليز سلولي احيا گرديد و سپس سلول ها به مدت 
به  ثانيه خاموش و بالاترين ولتاژ تنظيم شده بود سونيکيت گرديده  و ليز شدند. 02ثانيه روشن و 
ميکروليتر به عنوان لايزت کل  001لايزت سلولي حاصل به ميزان  از EGAP-SDSمنظور آناليز 
 mpr دقيقه باقيمانده ي لايزت را در سانتريفيوژبا دور 02سلولي جمع آوري شد و هم چنين به مدت 
) به ميزان snoitcarf elbulosاز لايزت شفاف ( EGAP-SDSقرارداده شد. به منظور آناليز  00521
 و نگهداري شد. ميکروليتر جمع آوري 02
 به منظور بررسی بیان پروتئین EGAP-SDS روش انجام  -6-3
دقيقه  01ميکروليتراز بافرنمونه مخلوط شدند.سپس به مدت  06ميکروليتر آب ديونيزه و 04ر نمونه با ه
دقيقه با حداکثر دور   51درجه سانتيگراد  حرارت داده شدند.  و هم چنين  به مدت  59در دماي 
ميکروليتر از سوپرناتانت هر نمونه درون چاهک هاي  02ند. پس از سانتريفيوژ به ميزان سانتريفيوژ شد
درصد  ازپلي آکريل آميد ريخته شد و هم چنين مارکر وزن مولکولي نيز  21تا  4ژل با گراديان غلظتي 
ميزان دقيقه درون  53به مدت  002درون يک چاهک قرار گرفت. جهت الکتروفرز ولتاژي برابر با  ولت 
دقيقه رنگ   53مناسبي از بافرالکترود برقرار شد. پس از اتمام الکتروفرز، ژل با بافر رنگ آميزي به مدت 
 دقيقه رنگ زدايي صورت مي گيرد. 03مي شود و درآخر با بافر رنگ بر به مدت 
 درجه سانتي گراد 02ارزيابي حلاليت پروتئين بيان شده در دماي  -1-6-3
درجه سانتيگراد  73ارزيابي حلاليت  پروتئين بيان شده در دماي  جهت EGAP-SDSدر آناليز  
نمونه ي لايزت کل سلولي با سوپرناتانت لايزت شفاف مقايسه گرديد . از آنجا که در اين دما پروتئين 
درجه  02درجه به  73نبود با تغيير شرايط آزمايش به صورت کاهش دماي رشد باکتري از   محلول
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ليد پروتئين  صورت گرفت. در اين روش  پس از کشت اوليه و رسيدن به زمانيکه القاي تو سانتيگراد
درجه سانتيگراد  02ساعت در دماي  1بود کالچرها به مدت  0/7تا 0/6نانومتر برابر با  006جذب در 
به ميزان  EGAP-SDS درون شيکر انکوباتور يخچال دار قرار داده شدند هم چنين به منظور آناليز
 GTPIميلي مولار  1وليتر نمونه تحت عنوان قبل از القا جمع آوري گرديد. سپس به ميزان ميکر 001
درجه سانتيگراد در انکوباتور  02جهت القا به محيط کشت افزوده شد و به مدت يک شب در دماي 
 1درجه سانتيگراد  پروتئين به ميزان  02يخچال دار قرار داده شد. پس از تاييد محلول شدن در دماي 
 ليتر توليد گرديد و در نهايت رسوب سلولي حاصل جهت تخليص پروتئين جمع آوري گرديد.
 تخليص پروتئين با استفاده از ستون کروماتوگرافي ميل ترکيبي- -2-6-3
 1ميلي ليتر بافر ليز کننده احيا گرديد و سونيکيت شد. سپس به مدت  03رسوب سلولي حاصل در 
درجه سانتيگراد قرار گرفت. پس از سانتريفيوژ  4در دماي  00531 mpr ساعت داخل سانتريفيوژ با دور 
 ميلي ليتر از 5سوپرناتانت شفاف  جمع آوري شد و جهت خالص سازي پروتئين در ستون  حاوي 
، 001، 57، 05ريخته شد. سپس ستون با يک گراديان غلظتي افزايشي از ايميدازول  iN +2 - ATN
ميلي مولار از ستون خارج گرديد.  57پروتئين  سرانجام در غلظت  ميلي مولار شسته شد.  002و  051
ارزيابي گرديد. فرکشن هاي حاوي پروتئين  EGAP-SDSتوسط آناليز    ميزان خلوص پروتئين مدنظر
ليتر از بافر دياليز قرار گرفت. نمونه دياليز شده با آناليز   4ساعت در  6هدف باهم ترکيب شده و به مدت 
 رسي گرديد.بر EGAP-SDS
 تعيين غلظت پروتئين -3-6-3
با استفاده از دستگاه نانو دراپ غلظت پروتئين اندازه گيري شد. قبل از اندازه گيري سيستم با استفاده 
 lCaNميلي مولار  001و  lcH-sirTميلي مولار  52ميکروليتر از بافر حاوي  2از يک محلول بلانک (
 کيلودالتون اعمال شد. 83مولکولي پروتئين به ميزان  ) صفرشد. در اين محاسبه وزن7/5برابر  HPبا 
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 مطالعات اسپکتروسکوپی فلوئورسنس -7-3
راي بررسي ساختار سوم پروتئين تخليص شده در شرايط متفاوت از روش فلوئورسنس ذاتي استفاده ب
 oiBشد. انداره گيري شدت فلوئورسنس ذاتي با دستگاه اسپکتروفلوريمتر واريان کري اکليپس مدل 
روي ولتاژ )TMP( ميلي متر صورت گرفت. آشکارساز 01، حاوي کووت کوارتز با طول مسير 007
نانومتر استفاده شد.  5متوسط تنظيم شد. هر يک از دو شکاف هاي تحريکي و انتشاري  با يک باندپاس 
 054تا  003نانومتر بود و داده ها در دماي اتاق و طول موج نشري  082طول موج تحريک پروتئين 
نانومتر جمع آوري شدند.  به منظور از بين بردن اثر پس زمينه ي بافر حاوي پروتئين روي شدت 
 ميکروليتر از بافر) صفرشد. 004فلوئورسنس،  سيستم با استفاده از يک محلول بلانک (
ميلي  001و  lcH-sirTميلي مولار  52ميلي گرم بر ميلي ليتر در بافر حاوي  0/51پروتئين با غلظت 
تهيه شد. غلظت پروتئين در همه ي محلول هاي مورد آزمايش ثابت نگه  7/5برابر  HPبا  lCaNمولار 
ميکروليتري ريخته و با بافر  004ميکروليتر از  نمونه پروتئيني داخل کووت  002داشته شد. به ميزان 
ن محلول ن، چنديبه حجم نهايي رسانديم. به منظور بررسي اثر نارينجين روي شدت فلوئورسنس پروتئي
 3ميکرومولار تا  05پروتئين در حضور غلظت هاي متفاوت از محدوده ي حاوي غلظت هاي ثابت از 
و اثر هرکدام در شرايط نرمال بررسي گرديد. هم  ميلي مولار از نارينجين به طور جداگانه تهيه شد
ميکروليتر  004ل به ميزان  چنين با اضافه کردن ميزان مناسبي از بافر به هر نمونه حجم نهايي محلو
دقيقه گرفته شد.  02نگه داشته شد. سپس طيف نشري بعد از گذشت زمان اينکوبيشن به مدت 
آزمايشات اوليه در جهت تعيين حداقل و حداکثر غلظتي از نارينجين که روي طيف نشري فلوئورسنس 
حضور نارينجين با هم اثر مي گذاشت صورت گرفت. طيف نشري حاصل از پروتئين در حضور و عدم 
 مقايسه شد. هر آزمايش دو بار براي هر طيف نشري تکرار شد.
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 مطالعات دناتوراسيون شيميايي با استفاده از اسپکتروسکوپي فلوئورسنس -1-7-3
به منظور ارزيابي پايداري کنفورماسيوني پروتئين تخليص شده غلظت هاي متفاوت از گوانيدين 
 نانومتر تنظيم شد. آشکارساز 082ه شد. طول موج تحريکي روي مولار تهي 6تا  0هيدروکلرايد از 
روي ولتاژ بالا تنظيم شد. در حضور حداکثر غلظت موثر مشاهده شده در طيف نشري )TMP(
دناتوراسيون شيميايي انجام گرفت. چندين محلول حاوي نارينجين  ميلي مولار از 3فلوئورسنس يعني 
-sirTميلي مولار  52ميلي گرم بر ميلي ليتر در بافر حاوي  0/51پروتئين با غلظت ثابت به ميزان 
تهيه شد. غلظت نهايي گوانيدين هيدروکلرايد در هر  7/5برابر  HPبا  lCaNميلي مولار  001و  lcH
مولار بود. طيف نشري  6و  5/ 5, 5, 4/5, 4, 3/5, 3, 2/5, 2, 1/5, 1, 0/5, 0/52, 0محلول به ميزان 
ميکرو مولار از نارينجين به طور جداگانه   05ه زمان انکوباسيون در حضور  دقيق 06پس از حدود 
مونيتور شد. در نهايت طول موج ماکزيمم هر نشر براي رسم نمودار در غلظت هاي متفاوت دناتوره 
 کننده استفاده گرديد. هر آزمايش دو بار  تکرار شد.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 فصل چهارم: يافته ها و نتايج-4
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 درجه سانتی گراد 73بررسی بیان پروتئین در دماي  -1-4
ها هاي تراريخته در محيط مناسب کشت داده شدند و نمونهراي بررسي بيان پروتئين نوترکيب، باکتريب
نشان داد که بعد از  EGAP-SDSمورد ارزيابي قرار گرفتند. نتايج  GTPIقبل و بعد از القا توسط 
کيلودالتون بيان شده است. نتايج  83پروتئين نوترکيب مورد نظر با اندازه تقريبي ، GTPIالقا توسط 
 ).4-1)باشد شکلمي GTPIساعت بعد ار القا توسط  4الي  3نشان داد که بهترين ميزان بيان 
 
 
 در iloc.E يباکتر در b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح ژن انیب -1-4 شکل
 .گراد یسانت درجه 73 يدما
نمونه ليز شده باکتري داراي حامل نوترکيب قبل از القاء با  2نشانگر وزن مولکولي، ستون  1ستون 
به ترتيب در فاصله زماني  GTPIبعد از القاء با  6الي  3هاي مولار و ستونبا غلظت يک ميلي GTPI
 .باشدهار ساعت بعد از القاء مييک، دو، سه و چ
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 درجه سانتی گراد 02بررسی بیان پروتئین در دماي -2-4
، پروتئين GTPIدرجه سانتي گراد، بعد از القا توسط  02در دماي نشان داد که EGAP-SDSتايج ن
 ).2-4کيلودالتون بيان شده است (شکل 83نوترکيب مورد نظر با اندازه تقريبي 
 
 
 درiloc.E  يباکتر در b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح ژن انیب -2-4 شکل
 .گراد یسانت درجه 02 يدما
نمونه ليز شده باکتري داراي حامل نوترکيب قبل از القاء با  2نشانگر وزن مولکولي، ستون  1ستون 
بعد از يک فاصله بيست و چهار  GTPIبعد از القاء با  3 نمولار و ستوبا غلظت يک ميلي GTPI
 باشد.ساعت بعد از القاء مي
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درجه  73و  02بررسی  حلالیت پروتئین بیان شده دردو دماي -3-4
 سانتی گراد
هاي حاصل از ليز سلول و مايع ي نمونهدرجه سانتيگراد و مقايسه 73عد از بيان پروتئين در دماي ب
مشاهده شد که پروتئين بيان شده نامحلول است.  EGAP-SDSفيوژ آن توسط رويي حاصل از سانتري
درجه سانتيگراد و القاي توليد پروتئين در شرايط  73با تکرار آزمايش در چند دماي مختلف کمتر از 
درجه سانتيگراد پروتئين مورد نظر در فاز محلول به دست آمد  02کاهش دمايي، در نهايت در دماي 
 ).51(شکل 
 
 
 دو در b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح تیحلال يسهيمقا  -3-4 شکل
 .گراد یسانت درجه 73 و 02يدما
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به ترتيب نمونه ليز شده باکتري و مايع رويي حاصل از  3و  2نشانگر وزن مولکولي، ستون  1ستون 
به ترتيب نمونه ليز شده باکتري و مايع رويي  5و  4درجه سانتي گراد، ستون  73در دماي سانتريفيوژ 
 درجه سانتي گراد. 02حاصل از سانتريفيوژ در دماي 
 بررسی میزان خلوص پروتئین محلول شده -4-4
بيان  سازي پروتئينهيستيدين در ابتداي پروتئين مورد نظر براي خالصا توجه به وجود دنباله پليب
استفاده شد. شستشوي ستون با استفاده  iN+2-ATNه از ستون کروماتوگرافي ميل ترکيبي حاوي شد
مولار صورت پذيرفت. ميزان خلوص پروتئين مورد نظر ميلي 002الي  05از شيب غلظت ايميدازول از 
شود پروتئين مورد ارزيابي گرديد. چنان که در الگوي الکتروفورز مشاهده مي EGAP-SDSتوسط 
 ).4-4ظر با درجه خلوص مناسبي خالص گرديد (شکلن
 
 استفاده با b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح يسازخالص  -4-4 شکل
 .ATN-+2iN يحاو یبیترک لیم یکروماتوگراف ازستون
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نمونه بعد از شستشوي  3سازي، ستون اوليه قبل از خالص نمونه 2نشانگر وزن مولکولي، ستون  1ستون 
نمونه هاي بعد از شستشوي ستون کروماتوگرافي با ايميدازول  9الي  5اوليه ستون کروماتوگرافي و ستون 
 ميلي مولار. 002تا  05با شيب غلظت 
 بعد از ديالیز EGAP-SDSآنالیز  -5-4
، بعد از تخليص پروتئين مورد نظر دياليز شد و هت خارج نمودن ايميدازول از محلول حاوي پروتئينج
 ).5-4انجام شد (شکل EGAP-SDSجهت اطمينان از وجود پروتئين و کميت آن بعد از دياليز 
 
 
 .زیاليد از بعد EGAP-SDS جينتا -5-4 شکل
 
 نشان دهنده نمونه دياليز شده مي باشد.به بعد  2نشانگر وزن مولکولي و ستون  1ستون 
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 بررسی عملکرد پروتئین خالص شده -6-4
فاکتور رشد  موجود در سوبستراي گيرنده 2HSي ز اتصال ناحيه کينازي پروتئين مورد نظر با ناحيها
). بررسي الگوي حاصل 6-4فيبروبلاستي جهت بررسي عملکرد پروتئين خالص شده استفاده شد (شکل
 2HSي نمايد که ناحيه کينازي پروتئين مورد نظر با پپتيدي که داراي ناحيهيمشخص م EGAPاز 
) و کمپلکس حاصل داراي الگوي الکتروفورزي 6-4است تعامل برقرار نموده است (ستون چهارم شکل
) در حالي که الگوي 6-4باشد (ستون اول و دوم شکلمتفاوت از هر کدام از دو جزء به تنهايي مي
است که  2HSي جهش يافته مخلوط حاوي پروتئين مورد نظر با پپتيدي که داراي ناحيهالکتروفورزي 
) با الگوي الکتروفورزي 6-4توانايي اتصال به ناحيه کينازي پروتئين مورد نظر را ندارد (ستون پنجم شکل
ال ) که نشان دهنده عدم اتص6-4هر کدام از دو جزء به تنهايي يکسان است (ستون اول و سوم شکل 
 باشد.است مي 2HSي جهش يافته پروتئين مورد نظر با پپتيدي که داراي ناحيه
 
 
 .شده خالص b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح عملکرد یبررس -6-4 شکل
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، 2HSي پپتيد داراي ناحيه 2ستون  ،b2RFGFي تيروزين کينازي پروتئين نوترکيب ناحيه 1ستون 
کمپلکس پروتئين مورد نظر با پپتيد داراي  4جهش يافته، ستون  2HSي پپتيد داراي ناحيه 3ستون 
 .2HSي جهش يافته مخلوط حاوي پروتئين مورد نظر با پپتيد داراي ناحيه 5و ستون  2HSي ناحيه
کیب نوتري تیروزين کینازي پروتئین بررسی ساختار سوم ناحیه -7-4
 b2RFGF
يب ي تيروزين کينازي پروتئين نوترکا استفاده از روش فلوئورسنس ذاتي وضعيت ساختار سوم ناحيهب
در عدم حضور و هم چنين در حضور نارينجين در دماي اتاق بررسي شد. نتايج افزايش  b2RFGF
اسيون ان داد. با تيترنارينجين و با افزايش تدريجي غلظت آن ها نش شدت نشر فلوئورسنس را در حضور
نارينجين تغييرات کمي در شيفت حداکثر طول موج نشري  فلوئورسنس به سمت طول موجهاي 
 کوتاهتر مشاهده گرديد.
بررسی فلوئورسنس ذاتی فولدينگ ناحیه ي تیروزين کینازي  -8-4
 b2RFGFپروتئین نوترکیب 
در شرايط  b2RFGFنوترکيب ررسي فلوئورسنس ذاتي فولدينگ ناحيه ي تيروزين کينازي پروتئين ب
مولار در شکل زير نشان داده شده  6طبيعي و غيرطبيعي در حضور گوانيدين هيدروکلرايد با غلظت 
نانومتر است، در شرايط  633است. نتايج نشان داد طول موج ماکزيمم نشر که در شرايط طبيعي 
 فت پيدا مي کند.نانومتر شي 243غيرطبيعي و در حضور گوانيدين هيدروکلرايد به سمت 
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 نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح فلوئورسنس زیآنال به مربوط ينمودارها ¬¬ -1-4 نمودار
 .b2RFGF بینوترک
 مولار گوانيدين هيدروکلرايد). خط آبي مربوط به حالت فولدشده و 6در شرايط طبيعي و غيرطبيعي (
 قرمز مربوط به حالت آنفولدشده مي باشد.
بررسی اثر دناتوراسیون شیمیايی بر طول موج ماکزيمم نشر  -9-4
 b2RFGFي تیروزين کینازي پروتئین نوترکیب فلوئورسنس ذاتی ناحیه
 b2RFGFي تيروزين کينازي پروتئين نوترکيب ناحيه -1-9-4
نوترکيب مورد نظر با اندازه  ، پروتئينGTPIنشان داد که بعد از القا توسط  EGAP-SDSنتايج 
ي ساعت بعد از القا بود. بيان ژن ناحيه 4تا  3کيلودالتون بيان شد و بهترين ميزان بيان  83تقريبي 
:وزن مولکولي، ستون 1در باکتري ايشرشياکلي. ستون  b2RFGFتيروزين کينازي پروتئين نوترکيب 
مولار و با غلظت يک ميلي GTPIالقاء با  : نمونه ليز شده باکتري داراي حامل نوترکيب قبل از2
0
05
001
051
002
052
003
053
055 005 054 004 053 003
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به ترتيب در فاصله زماني يک، دو، سه و چهار ساعت  GTPI: نمونه بعد از القاء با 6تا  3هاي ستون
 ) ..7-4بعد(شکل 
با  b2RFGFتيروزين کينازي پروتئين نوترکيب  سازي ناحيه) خالص8-4الگوي الکتروفورز(شکل 
: وزن 1را نشان مي دهد که ستون  ATN-+2iNي ميل ترکيبي حاوي استفاده ازستون کروماتوگراف
: نمونه بعد از شستشوي اوليه ستون 3سازي، ستون : نمونه اوليه قبل از خالص2مولکولي، ستون 
: نمونه ها بعد از شستشوي ستون کروماتوگرافي با ايميدازول با شيب 9تا  4کروماتوگرافي و ستون 
 ر.ميلي مولا 002تا  05غلظت 
يب ي تيروزين کينازي پروتئين نوترکبا استفاده از روش فلوئورسنس ذاتي وضعيت ساختار سوم ناحيه
در حضور نارنجين بررسي شد. نتايج افزايش شدت نشر فلوئورسنس را در حضور  نارنجين  b2RFGF
داکثر ح و با افزايش تدريجي غلظت آن ها نشان داد. با تيتراسيون نارنجين تغييرات کمي در شيفت
 ).9-4طول موج نشري فلوئورسنس به سمت طول موج هاي کوتاهتر مشاهده گرديد(شکل
 
 
 GTPI با القاء از بعد نمونه -7-4 شکل
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 الکتروفورز الگوي -8-4 شکل
 
 
 b2RFGF بینوترک نیپروتئ ينازیک نيروزیت يهیناح سوم ساختار تیوضع -9-4 شکل
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 فصل پنجم : بحث و نتیجه گیري -5
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 بحث و نتیجه گیري -1-5
ريشيا کلي در باکتري ايش b2ي کينازي گيرنده نوترکيب فاکتور رشد فيبروبلاستي ر اين مطالعه ناحيهد
هاي فاکتور رشد فيبروبلاستي با بيان شد و به صورت محلول و فعال خالص گرديد. گيرنده 12LB
د. هاي انسان دارنفعاليت کينازي خود نقش مهمي در تکثير و رشد سلولي و ميزان بقا و تمايز سلول
شود. ها در انسان ميطانها منجر به بسياري از سري اين گيرندهرساني سلولي به واسطهتغيير در پيام
ها است. اين کينازها به عنوان ها سازوکار بسياري از اين سرطاني کينازي اين گيرندهجهش در ناحيه
). اگرچه ترکيبات 9002يک هدف درماني جالب توجه براي درمان سرطان هستند (پايتل و همکارانش،
ها در کانيسم مولکولي دقيق اين مهارکنندهاند اما ممؤثري براي مهار پروتئين کينازها شناسايي شده
 ).8002مهار فعاليت پروتئين کينازي  به روشني مشخص نيست (کاني و همکارانش،
از آنجا که براي انجام مطالعات ساختاري و يا بررسي برهمکنش بين پروتئين و ليگاند نياز به تهيه 
ي اول پلاسميد حاوي ژن در مرحلهباشد در اين مطالعه گرم ميپروتئين خالص شده در حد ميلي
تحت سيستم بياني باکتري ايشريشيا کلي  b2RFGFي تيروزين کينازي پروتئين نوترکيب ناحيه
سازي اوليه پروتئين به دست آمده نشان قرار گرفت و پروتئين مورد نظر به دست آمد. آماده 12LB
 روتئين را دارد.سازي شرايط توليد پداد که حلاليت پايين آن نياز به بهينه
تواند بوجود آيد نامحلول ¬مشکلي که  حين تلاش براي به دست آوردن حداکثر مقدار پروتئين مي
شدن پروتئين بيان شده است. اگرچه ممکن است  پروتئين بيش از حد بيان شده يک باند مشخص در 
 اين حالت نامحلول شدنژل ايجاد کند با اين حال  پس از اينکه پروتئين خالص شود غيرفعال است. در 
پروتئين بدليل اينست که فرايند تاخوردگي به صورت نادرست رخ داده است و اجسام توده اي تشکيل 
)، seidob noisulcnIاي (¬هاي غيرفعال پروتئيني به شکل اجسام تودهشده اند. يک علت تجمع توده
کنولوژي رفع اين مشکل از نظر بيوت تواند بيان بيش از حد پروتئين در سيتوپلاسم باکتري باشد کهمي
 اهميت به سزايي دارد.
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يابي به پروتئين محلول وجود چندين روش براي به حداقل رساندن تشکيل اجسام توده مانند و دست
ي القا دارد که شامل تغيير متغيرهايي نظير درجه حرارت، ميزان بيان، متابوليسم ميزبان و غلظت ماده
سي روي پروتئين هدف مثل استفاده از اتصال دنباله مناسب و نيز بيان همزمان کننده يا تغييرات مهند
آن باشد  يباشد. هم چنين اگر علت نامحلول بودن پروتئين بيان بيش از اندازهها با پروتئين ميچاپرون
ين ترهاي ذکر شده مهمتوان غلبه کرد. از بين روشبا کاهش دادن سطح بيان پروتئين به اين مشکل مي
 تر و يا در محيطکار تغيير شرايط رشد باکتري است مانند رشد دادن باکتري در درجه حرارت پايين
 ).5002کشتي که از نظر مواد مورد نياز باکتري غني نباشد (سورنسن و همکارانش،
ها،  در يک ميزبان هترولوگ مانند ايشريشياکلي در سطوح بالا بيان ¬بنابراين زمانيکه پروتئين
اند. اضافه نمودن يک دنباله  پروتئيني که به ميزان بالايي محلول ¬وند در اغلب موارد نامحلولش¬مي
) علاوه بر کمک به محلول سازي،  در خالص سازي PBMاست مانند پروتئين اتصال يابنده مالتوز (
است. اين ، مثال ديگري از کاربرد دنباله پروتئيني siHپروتئين هم نقش دارد.  استفاده از تگ هاي 
از پروتئين مورد نظر در حين کلون کردن ژن متصل  Cو يا  Nدنباله هيستيديني را مي توان به پايانه 
 ).9002کرد (آستين و همکارانش،
سام شوند تمايل  به تشکيل  اج¬ها زماني که بيش از حد بيان  مي¬دليل اين که چرا بعضي از پروتئين
را ندارند هنوز به طور کامل شناخته نشده است. اما با اين حال  اي دارند و بعضي ديگر اين تمايل¬توده
ند، شو¬اين موضوع مشخص است که نيروهايي  که به طور طبيعي به تاخوردگي پروتئين منجر مي
شوند. اين نيروها عمدتا نيروهاي آبگريز هستند که به دليل ¬ها نيز مي¬باعث تجمع نامناسب پروتئين
هاي جانبي آبگريز يکسري اسيدهاي آمينه خاص با يکديگر و نه با ¬يرهتمايل اتصال قوي بين زنج
هاي آبگريز يک گام کليدي در ¬آيند. در شرايط طبيعي، برقراري اين اتصال¬مولکول آب بوجود مي
انبي هاي ج¬ها است اما زماني که غلظت پروتئين به طور مصنوعي بالا رود زنجيره¬تاخوردگي پروتئين
هاي مختلف ممکن است با يکديگرارتباط برقرار کنند که منجر به تجمع و ¬تئينهاي پرو¬در مولکول
 ).5002شود(سورنسن و همکارانش،¬نامحلول شدن  پروتئين مي
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از آنجا که براي انجام مطالعه هاي ساختاري يا بررسي برهمکنش بين پروتئين و ليگاند به پروتئين 
 العه از پروتئين خالص شده استفاده گرديد.گرم نياز است، در اين مطخالص شده در حد ميلي
از آنجا که براي انجام مطالعه هاي ساختاري يا بررسي برهمکنش بين پروتئين و ليگاند به پروتئين 
 گرم نياز است، در اين مطالعه از پروتئين خالص شده استفاده گرديد.خالص شده در حد ميلي
در تنظيم فرايندهاي بيولوژيکي  b2د فيبروبلاستي همان گونه که قبلا اشاره شد گيرنده فاکتور رش
حياتي؛ ازجمله تکثير سلولي نقش حياتي دارد. درمطالعه ي حاضر با استفاده از روش هاي 
اسپکتروسکوپي؛ ازجمله مطالعات فلوئورسنس تغييرات مشاهده شده بر روي ساختار سوم ناحيه ي 
سي شد. در مطالعه هاي مختلف به منظور بررسي کينازي، در حضور و عدم حضور ترکيبات نارنجين برر
اثر نارنجين روي تکثير سلولي در محيط کشت سلولي  از غلظت هاي متفاوتي از نارنجين استفاده شده 
است. غلظت پروتئين در مطالعه حاضر وابسته به تکنيک استفاده شده در اين نوع مطالعه است. به 
ميلي گرم بر ميلي ليتر نياز است  1تا  0/2د نياز پروتئين منظور انجام مطالعه فلوئورسنس غلظت مور
 )44ميلي گرم بر ميلي ليتر پروتئين مورد نظر استفاده شد(( 0/43که در اين مطالعه از غلظت 
نتايج اين مطالعه افزايش شدت نشر فلوئورسنس را در حضور و نيز با افزايش تدريجي غلظت نارنجين 
ن نارنجين تغييراتي در شيفت منحني حداکثر طول موج نشري نشان داد. هرچند با تيتراسيو
فلوئورسنس به سمت طول موج هاي کوتاهتر مشاهده شد در  مطالعه اي که توسط ژانگ و همکاران 
) با استفاده از روش هاي فلوئورسنس اسپکتروسکوپي ASBانجام شد تغييرات ساختاري پروتئين (
که شدت نشر فلوئورسنس کاهش يافته و همچنين حداکثر  بررسي شد. نتايج اين مطالعه نشان داد
). در 88طول موج نشري شيفت پيدا کرده است که اين نتايج آنفولد شدن پروتئين را نشان مي دهد(
توان گفت که افزايش شدت نشر فلوئورسنس ناحيه ¬ي حاصل از مظالعات ما مي¬مقايسه با نتيجه
هاي تريپتوفان انتهايي در ساختار پروتئين ¬اسيد آمينه کينازي در حضور نارنجين باعث پنهان شدن
 شود.¬مي
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به منظور مطالعات بيشتر و بررسي هر چه بيشتر تغييرات مشاهده شده، دناتوراسيون شيميايي 
فلوئورسنس در حضور نارنجين انجام شد. اين مطالعات در حضور حداکثر غلظت موثر نارنجين و در 
ي حاضر نيز ¬). در مطالعه84نيدين هيدروکلرايد انجام گرفت(حضور افزايش تدريجي غلظت گوا
 ي کينازي شد.¬گوانيدين هيدروکلرايد باعث دناتوره شدن ناحيه
طبيعي  ي کينازي در حالت¬نتايج حاصل از دناتوراسيون شيميايي نشان داد که فرايند آنفولدينگ ناحيه
ي آنفولد شدن هر ¬فرايند نشان دهندهاي است. وجود دو حالت گذار در اين ¬يک فرايند سه مرحله
 هاي متفاوت از گوانيدين هيدروکلرايد است.¬ساب دومن به طور جداگانه و در غلظت
بر اساس نتايج، در حين دناتوراسيون تغييرات بوجود آمده روي ساختار سوم موجب ناپايدار شدن آن 
 شود.¬در حضور نارنجين مي
کردند وبه اين نتيجه رسيدند که نارنجين  باعث کاهش سلول در مطالعه اي بر روي نارنجين ازمايش 
هاي توموري پستان  مي شود و همچنين در تکثير سلول, تهاجم و بقا نقش دارد. پس نارنجين  به طور 
 ).04قابل توجهي دوام و تکثير, تهاجم و شکل گيري سلول هاي توموري راکاهش مي دهد(
رساني را توسط ¬مسير پيام KPAM¬تواند فعاليت¬ين ميدر مطالعه اي گزارش شده است که نارنج
 ).34گلوکز بالا در سلول هاي قلبي تغيير دهد  (
 b2ي کينازي گيرنده نوترکيب فاکتور رشد فيبروبلاستيدر اين مطالعه بر اساس نتايج بدست آمده ناحيه
ده هاي مختلف استفانندهتوان از آن جهت بررسي برهمکنش پروتئين و ليگاند؛ از جمله اثر مهارکرا مي
 نمود.
ر ي کينازي گيرنده نوترکيب فاکتوعلاوه براين اثر ناپايداري فلاونوئيد ها از جمله نارنجين روي ناحيه
مي تواند در سطح مولکولي و درون سلول موجب اختلال در مسير پيام رساني  b2رشد فيبروبلاستي
 تغيير قرار دهد. سلول شود و فرآيندهاي بيولوژيکي سلولي را دستخوش
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همچنين نتايج اين پژوهش با مطالعات قبلي که کاربرد برخي نارنجين را به عنوان يک درمان جانبي  
ي هاي¬اند که در درمان سرطان¬در سرطان پيشنهاد مي کنند هم جهت است. مطالعات قبلي نشان داده
هاي ¬ي گيرنده¬به واسطه رساني سلول¬ها اختلال در مسير پيام¬ي آن¬که مکانيسم بوجود آورنده
زمان از فلاونوئيدها از جمله نارنجين در کنار مهار  ¬فاکتور رشد فيبروبلاستي است، استفاده هم
راي هاي ديگر، ب¬هاي کينازي اثر بخش است. با اين وجود مطالعات بيشتري با استفاده از روش¬کننده
 است. کشف مکانيسم مولکولي دقيق تاثيرات نارنجين در سرطان نياز
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Abstract: 
Background: FGFR2b plays a significant role in cell signaling pathway, regulating 
several key biological processes including cellular differentiation and proliferation. 
Genetic alterations of the tyrosine kinase domain of FGFR2b, point mutations for 
example, occur in breast cancer, ovarian cancer and prostate cancer. Several 
epidemiological, in vitro and animal studies have demonstrated that flavonoids , such as 
naringin can influence the growth and proliferation of many different human tumor types. 
Naringin is a biologically active compound is cytotoxic against certain cancer cells 
without harm to normal cells enter. Naringin significantly regulated phosphorylation of 
two members of the PI3K / AKT and RAS / MAPK signal transduction pathways 
decreases. Also on cell proliferation, invasion, and survival of the cells. 
Objective: The present study was analysis of its tertiary structure changes upon 
interaction with naringin. 
Methods: Expression of recombinant protein was induced with 1mM IPTG at 37 ºC and 
analyzed by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The protein was 
purified by affinity chromatography. The protein sample was dialyzed and then used to 
analyze using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).Chemical denaturation and 
intrinsic fluorescence spectra of the purified proteins were carried out by adding different 
concentrations of as naringin. 
Findings: The intrinsic fluorescence emission spectra kinase domain in the presence of 
naringin shows an increase in fluorescence maximum emission wavelength (nm) and 
FGFR2b protein was unstable. 
 
Conclusion: Rigarding to the results, the tertiary structural change kinase domain reflects 
a conformational change within the protein that is important for the biological function 
of FGFR2b. 
 
Keyword: Fibroblast growth factor receptor,  kinase domain, naringin, flouresence 
spectroscopy 
 
 
 
 
